








Zur Kenntnis 
der Unterfraktionen der Globuline und Albumine im Serum. 


Von 


B. Lustig. 
(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung, Wien.) 
(Eingegangen am 20. Juni 1930.) 

Die vielen bisherigen Untersuchungen iiber die EiweiSkérper des 
Serums zeigen eine Reihe von Widerspriichen, die sich nur teilweise 
durch Anwendung verschiedenartiger, mit einander nicht vergleich- 
barer Darstellung und analytischer Methodik erklaren lassen. So finden 
wir immer wieder einerseits eine Reihe von Angaben iiber die leichte 
Umwandelbarkeit der Serumeiweibkérper ineinander, andererseits 
Angaben iiber eine Vielheit von EiweiSkérpern im Serum, besonders 
von Globulinen. Tadokoro! findet sogar Unterschiede bei den Serum- 
eiweiBkérpern zwischen weiblichen und mannlichen Individuen der 
gleichen Art. Lang? halt auf Grund von Tryptophan- und Schwefel- 
bestimmungen im Gesamtserum individuelle Unterschiede fiir méglich 
unter Annahme der Umwandelbarkeit des Albumins in Globulin und 
Ablehnung der Globuline und Albumine als chemisch differente Sub- 
stanzen. Die Wichtigkeit und Vielheit der Funktionen der Serumeiweib- 
kérper, die aus den verschiedenen von quantitativen Veranderungen 
begleiteten Beziehungen der einzelnen Fraktionen zu pathologischen 
Prozessen hervorgehen, legten uns nahe, die Frage der Vielheit oder 
Einheit der EiweiBkérper zuerst am normalen Serum nicht nur mit 
physikalischen sondern auch mit chemischen Methoden médglichst 
genau klarzustellen. 

Die nach verschiedenen Methoden aus dem Serum dargestellten 
EiweiBkérper sind meist trotz der gegenteiligen Angaben nicht identisch. 
Die meisten von diesen Methoden sind fehlerhaft und bedingen eine Dena- 
turierung der EiweiBkérper. Die von mehreren Autoren vorgeschlagene 
refraktometrische Methode zur Bestimmung des Verhaltnisses Globulin 


: Albumin in Serum ist abzulehnen, da sie durch die im Serum in wechselnder 
Menge* vorhandenen Lipoide beeinfluBt* wird. Auf die Unbrauchbarkeit 


1 Ber. ii. d. ges. Phys. 44, 616, 1928. 

2 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 145, 88, 1929; 148, 222, 1929. 

3 B. Lustig u. G. Botstiber, diese Zeitschr. 220, 292, 1930. 

4 Gulami, Wohl u. Laurenzi, Ber. ii. d. ges. Phys. 51, 289, 1929; 
Arnid u. Hofner, diese Zeitschr. 167, 440, 1926. 
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mancher Methoden, besonders der refraktometrischen, haben auch Starlinger 
und Mitarbeiter! hingewiesen. Die Trennung des Albumins von den 
Globulinen durch Alkohol oder Aceton bei niederer Temperatur nach Proca?, 
Piette und Vila* und Vila* bewirkt Verainderungen der EiweiSkérper. 
Nach Wu-Hsien® geniigen schon geringe Aceton- oder Alkoholmengen, 
um die EiweiBkérper zu denaturieren. Abzulehnen sind auch die ver- 
schiedenen Trennungsmethoden mit Seife*, Vanadiumsalzen? und ahnlichen 
Substanzen, die ohne Denaturierung der EiweiBkérper schwer von diesen 
zu trennen sind. Die Ausfallung der Globuline mit Kochsalz oder durch 
Anséuern mit Essigsiure oder durch Einleiten von Kohlenséure ist un- 
volistandig. Fiir die Trennung der EiweiBkérper voneinander ist die 
fraktionierte Aussalzung mit Alkali- oder Ammoniumsalzen am _ besten 
geeignet. Hafner und Kiirthy®’ und Hafner® halten auf Grund ihrer For- 
schungen iiber die elektrochemischen Grundlagen der Aussalzung der 
EiweiBkérper im nativen Serum die Ansicht von Hofmeister, da®B durch 
Anwendung der fraktionierten Aussalzung chemische Individuen darstellbar 
sind, fiir richtig. Durch die Aussalzung mit Ammonsulfat finden keinerlei 
nachweisbare chemische oder biologische Verainderungen der EiweiB- 
kérper statt. Die Fillung der Globuline mit Natriumsulfat ist nach Angaben 
von Desché™ der mit Ammonsulfat gleich. Uber die Vergleichbarkeit der 
einzelnen Fallungsfraktionen mit Ammonsulfat mit den durch Magnesium- 
sulfat, Kochsalz, Natrium-, Kaliumacetat oder durch Anséuern mit Essig- 
siure oder Einleiten von Kohlensiure gewonnenen EiweiBkérpern unter- 
richtet sehr ausfiihrlich die Arbeit von Freund und Joachim™. Dies er- 
erméglicht, die mit Ammonsulfat gewonnenen EiweiSkérper mit denen 
durch andere Fiallungsmittel gewonnenen zu identifizieren. Da bei fast 
allen wichtigen EiweiBuntersuchungen im Serum die Darstellung der 
EiweiBkérper mit Ammonsulfat erfolgte und die Anwendung von Ammon- 
sulfat die am meisten ausgebaute ist, entschieden wir uns fiir die Anwendung 
des Ammonsulfats bei der Eiwei®fraktionierung im Serum. Die Anwendung 
der Elektrodialyse fiir die Darstellung der Eiwei8kérper kam nicht in 
Betracht, da, wie die Forschungen von Ewig und Ettisch™”, Reiner und 
Kopp" zeigen, die durch diese erhaltenen EiweiSfraktionen mit denen 
durch Ammonsulfataussalzung gewonnenen wahrscheinlich weder qualitativ 
noch quantitativ vergleichbar sind: AuBerdem findet nach Reiner und 
Kopp bei der Elektrodialyse eine teilweise Denaturierung der Globuline 
statt. 

Diese Zeitschr. 160, 129, 1925; 183, 245, 1928. 

2 Ber. ii. d. ges. Phys. 27, 148, 1925. 

©. r. d. 1. Acad. des sciences 170, 1466, 1920. 

Ebendaselbst 175, 728, 1922. 

Ber. ii. d. ges. Phys. 41, 461, 1928. 

Matsumuri Susumi, ebendaselbst 20, 363, 1923. 

Beudieu u. Jansen, ebendaselbst 49, 17, 1929. 

Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 104, 148, 1924. 

Ergebn. d. Phys. 24, 566, 1925. 

10 Ber. ii. d. ges. Phys. 49, 86, 1929. 

1 Zeitschr. f. phys. Chem. 86, 409, 1902. 

12 Ber. ii. d. ges. Phys. 48, 6, 1929. 

13 Ebendaselbst 48, 590, 1929. 
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Beziiglich der Frage der Umwandelharkeit der Eiweibkérper des 
Serums ineinander ist die zuerst von Moll! angegebene und von vielen 
Nachuntersuchern bis in die neueste Zeit, so z. B. von Henley?, Ruschnyak®, 
ebenfalls angegebene Umwandelbarkeit des Albumins in Globulin, da sie 
sich nur auf Verdanderungen der Aussalzungsgrenzen bezieht, nicht be- 
wiesen. Ein chemischer Nachweis der Umwandlung ist nie erbracht worden. 
Die Umwandelbarkeit der Albumine in Globuline ist auch in vivo im 
Serum fraglich, da, wie die Untersuchungen von Yudo Senshi* zeigen, 
ganz verschiedene Organe an der Bildung und Abgabe von Globulinen und 
Albuminen ins Blut beteiligt sind. Das Globulin wird hauptsiachlich in 
den Muskeln und in geringerem MaBe in der Milz und im Knochenmark, 
das Albumin in der Leber und der Niere gebildet. Was die Umwandlungen 
in vitro anbetrifft, so sind die Einwirkungen, durch welche die Ver- 
schiebungen der Aussalzungsgrenzen zustande kommen, so eingreifender 
Natur, da sie, je nach der Art der Einwirkung, eine mehr oder minder 
starke Denaturierung bedingen und fiir die Verainderungen in vivo nicht 
in Betracht kommen. Die einzelnen Aminosauren, die die Bausteine der 
Globuline und Albumine bilden, unterscheiden sich sowohl qualitativ, wie 
auch quantitativ sehr betrachtlich voneinander. Das aus Albumin her- 
gestellte kiinstliche Globulin hat nach Obermayer und Wilheim® den gleichen 
Aminoindex wie das Albumin, aus dem es entstanden ist, ebenso ist nach 
Bywaters und Tasher Douglas* der Phosphor-, Schwefel- und Kohlen- 
hydratgehalt gleich dem des Albumins. Fanconi’? zeigte, da mit dem 
kiinstlichen Globulin immunisierte Tiere auf Globulin nicht reagieren, 
wohl aber auf Albumin. Da die Umwandlung des Albumins in Globulin 
hauptsaichlich auf Grund der Veranderungen der Aussalzungsgrenzen 
behauptet wird, glauben wir, da®B diese Anderungen mit Alterungserschei- 
nungen des EiweiBes zu erklairen sind, worauf auch die Nichtwieder- 
umwandelbarkeit des sogenannten  kiinstlichen Globulins in Albumin 
hinweist. 

Es handalt sich also bei unseren Untersuchungen um die Frage der 
Vielheit oder FHKinheitlichkeit der Globuline oder Albumine. Von den 
vielen Versuchen zur Trennung und Unterteilung von Globulin hat sich 
die Einteilung in Eu- und Pseudoglobulin des Hofmeisterschen Instituts, 
Fuld und Spiro’ u. a., am meisten durchgesetzt. Diese Autoren trennen die 
Globuline durch Drittel- und Halbsattigung mit gesattigter Ammonsulfat- 
lésung oder durch Halbsittigung mit gesittigter Kaliumacetatlésung in 
Eu- und Pseudoglobuline gegeniiber der vorhergega)genen Einteilung des 
hiesigen Instituts in‘ wasser- und NaCl-lésliche Globuline. Es zeigte sich, 
daB bei dieser Globulinfraktionierung biologisch verschiedenartig wirkende 
Fraktionen erhalten wurden. Am weitesten ging in der Fraktionierung mit 
Hilfe von Ammonsulfat Rostoski®, der das Pseudoglobulin in drei Unter- 


1 Hofmeisters Beitr. 4, 563, 1903. 

2 Ber. ii. d. ger. Phys. 28, 242, 1924. 

Diese Zeitschr. 140, 179, 1923. 

Ber. ii. d. ges. Phys. 58, 754 bis 755, 1930. 
Diese Zeitschr. 38, 331, 1912; 50, 369, 1913. 
Journ. of Phys. 47, 149, 1913. 

Diese Zeitschr. 189, 321, 1923. 

Zeitschr. f. phys. Chem. 31, 132, 1901. 
Miinch. med. Wochenschr. 1902, 8. 740. 
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fraktionen trennte. Die Darstellung der Eu- und Pseudoglobuline im Sinne 
von Hofmeister und Pick 1aBt sich nur durch Fallung mit Drittel- oder 
Halbsittigung mit Ammonsulfat, oder Trennung durch Halbsittigung mit 
Kaliumacetat durchfiihren. Die durch Elektrodialyse gewonnenen Globulin- 
fraktionen sind mit diesen nicht identisch. Die Frage der Praformation 
des Eu-, Pseudoglobulins und Albumins im Serum ist durch die Unter- 
suchungen von Hektoen und Welker', wonach jedes dieser Proteine als 
antigene Einheit im Serum existiert, wahrscheinlich gemacht worden. 
Die Untersuchungen von Freund und Joachim? bewiesen die vollstandige 
Identitat der durch Drittel- und Halbsattigung mit Ammonsulfat erhaltenen 
Globulinfraktionen mit denen durch Halbsattigung mit Kaliumacetat 
fallbaren und nicht fallbaren Globulinen. Thre Untersuchungen ergaben 
weiter eine Trennung jeder dieser Globulinfraktionen in ein wasserlésliches 
Globulin, welches jeweils die Hauptmenge der Fraktion ausmacht, in einen 
0,6°,igen kochsalzléslichen und in einen 0,25°,igen sodaléslichen Eiweib- 
kérper. Den ersten Nachweis eines wasserléslichen Globulins fiihrte 
E. Markus* im hiesigen Institut bei der mit Magnesiumsulfat fallbaren 
Globulinfraktion durch. Die Untersuchungen von Freund-Joachim zeigten 
weiter, daB die durch Einleiten von Kohlensaure oder durch Ansauern mit 
Essigsiure gewonnenen EiweiBkorper nur Teile des kochsalz- und soda- 
léslichen Globulins bilden, wahrend Sattigung mit Kochsalz die gesamte 
Euglobulin- und nur Teile der Pseudoglobulinfraktion ausfiillt. © Nach 
S. P. L. Sérensen* |aBt sich eine vollkommene Trennung der Globuline 
mit Hilfe von Ammonsulfat oder Dialyse nicht durchfiibren. Er begriindet 
diese Anschauung durch Anwendung der Gibbsschen Phasenregeln auf die 
Fallung der Eiwei8kérper, auf Grund deren bei Fallung mit Neutral- 
salzen, bei gleichen auBeren Faktoren, unabhangig von der Konzentration, 
derselbe Gleichgewichtszustand durch die Mutterlauge und Priizipitat 
entstehen soll, was aber bei den Globulinen nicht der Fall ist. Diese Er- 
klarung wird von Wo. Ostwald® abgelehnt, der zeigte, daB die gleichen 
Erscheinungen bei vielen anorganischen und organischen Gelen vorhanden 
sind. Er konnte auch durch Anwendung kolloid-chemischer Anschauungen 
iiber Adsorptionsvorginge unter Annahme eines Peptisators eine Reihe 
von Erscheinungen aufklaren, die bei anderen Untersuchungen nicht be- 
riicksichtigt worden sind. 

Auf Grund all dieser Angaben schien es uns das richtigste, die 
Trennung der Globuline fiir unsere Untersuchung nach Freund-Joachim? 
durchzufiihren, ohne uns dabei festzulegen, daB die einzelnen Frak- 
tionén auch chemische Individuen“darstellen miissen. 

Die Einheitlichkeit des Serumalbumins ist von mehreren Seiten an- 
gezweifelt worden. Maximowitsch® unterscheidet ein kristallisationsfahiges 
und amorphes (Con-)Albumin. Halliburton? und Oppenheimer® nehmen 


Zitiert nach Mona Spiegel-Adol/, Die Globuline, 8. 7. 

Zeitschr. f. phys. Chem. 36, 407, 1902. 

Ebendaselbst 28, 559, 1899. 

C. r. Lab. Carlsb. 15, 11, 1925; Zeitechr. f. phys. Chem. 108, 267, 1918. 
Kolloidchem. Zeitschr. 41, 163, 1927. 

Malys Jahresber. 31, 35, 1901. 

Journ. of Phys. 5, 152, 1884; 7, 319, 1886. 

Berl. phys. Ges. (Arch. f. Anat. u. Phys.) 1902. 
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auf Grund verschiedener Koagulationstemperaturen und der fraktionierten 
Aussalzung des Albumins mit Ammonsulfat eine Vielheit der Albumine an. 
Doch sind nach Haugardy' und Oppenheimer? die genannten Unterschiede 
ungentigend, um die Frage im positiven Sinne zu lésen. Doerr und Berger® 
trennen zum biologischen Antigennachweis das Albumin in zwei Fraktionen, 
und zwar in ein Albumin C, welches zwischen 56 bis 66°,,, und ein Albumin D, 
welches zwischen 66 bis 99%, gesittigter Ammonsulfatlésung ausfallt. 
Die einzige chemische Differenzierung der Albuminfraktionen haben im 
hiesigen Institut Obermayer und Wilheim4 gefunden, die gezeigt haben, 
daB8 das Verhialtnis des Gesamtstickstoffs zu den Carboxylgruppen bei 
verschiedenen durch Aussalzung gewonnenen Albuminfraktionen  ver- 
schieden ist. Fiir unsere Untersuchungen teilten wir das Albumin in drei 
Fraktionen durch Sittigung mit Ammonsulfat, und zwar: 
Albumin TI: 54 bis 66°, gesattigter Ammonsulfatlésung 
me i: @ .. F% ms 99 


*” III: 75 ,, 100% 


Die Trennung der Globuline geschah, wie schon oben erwahnt, nach 
Freund-J oachim. 


Darstellung und Menge der Eiweiffraktionen. 


Bei der Darstellung von EiweiBkérpern mit Hilfe von Ammon- 
sulfat muB besonders die Wasserstoffionenkonzentration beriicksichtigt 
werden, da bei saurer oder alkalischer Reaktion die Aussalzungsgrenzen 
verschoben werden. Zu diesem Zweck muB nach Hofmeister die ge- 
sittigte Ammonsulfatlésung neutral sein. Ebenso darf die zu fallende 
EiweiBlésung keine von py 7,2 bis 7,5 abweichende Wasserstoffionen- 
konzentration besitzen. Da bei konzentrierten Eiweiblésungen ein 
MitreiBen von EiweiBkérpern der nachsten Gruppen nach LEttisch, 
Ewig und Sachse® stattfindet, so muB auch dieser Faktor bei der Dar- 
stellung beriicksichtigt werden. 


Die Darstellung wurde in der Weise durchgefiihrt, daB jeweils 
5 Liter Rinderserum (insgesamt wurden 20 Liter verarbeitet) mit 
gleichem Volumen destilliergen Wassers und gleizhem Volumen in der 
Hitze gesattigter,’ neutralisierter Ammonsulfatlésung versetzt wurden, 
24 bis 48 Stunden stehengelassen und filtriert wurden. Der Nieder- 
schlag wurde mit drittelgesattigter Ammonsulfatlésung bis zur Eiweib- 
freiheit (Hitzekoagulationsprobe) im Filtrat gewaschen. Das Filtrat 
wurde dann mit gesaittigter Ammonsulfatlésung auf Halbsattigung 
gebracht und wie oben behandelt. Auf die gleiche Weise wurden die 
Albumine I und II durch Versetzen mit gesattigter Ammonsulfat- 


1 Arch. de Physiol. 18, 229, 1901. 

2 Berl. phys. Ges. (Arch. f. Anat. u. Phys.) 1902. 
3 Diese Zeitschr. 131, 13, 1922. 

4 Ebendaselbst 50, 369, 1913. 

5 Ebendaselbst 208, 147, 1928. 
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lésung zwischen 54 und 66 und zwischen 66 und 75°, Ammonsulfat- 
5°, igen Ammon- 


lésung gefallt und ausgewaschen. In den Filtraten der 7 
sulfatlésung wurde das Albumin ITI durch Eintragen von festem Ammon- 
sulfat bis zur Sattigung gefallt. Alle diese Niederschlage wurden wieder 
in Wasser gelést, in einer Probe nach Hitzekoagulation in essigsaurer 
Lésung, im Filtrat durch Destillation der Ammoniakgehalt bestimmt, 
dieser auf Ammonsulfat umgerechnet und die gesattigte Ammon- 
sulfatlésung zuerst bis zum Beginn der Fallungsgrenze (z. B. bei Pseudo- 
globulin bis 33°.) zugegeben. Nur in ganz wenigen Fallen entstand 
dabei eine schwache Triibung, die dann abfiltriert und nicht weiter 
beachtet wurde. Nachher wurde die gesattigte Ammonsulfatlésung bis 
zur oberen Fallungsgrenze zugegeben (z. B. bei Pseudoglobulin bis 
50°), filtriert und dreimal mit gleichgesattigter Ammonsulfatlésung 
gewaschen. Diese Umfallung wurde zweimal durchgefiihrt, um_ bei 
konstantem Ammonsulfat fallbare Fraktionen frei von den benachbarten 
zu bekommen. Das in den Filtraten der Umfallungen vorhandene Eiwei8 
wurde vernachlissigt. Die Fallungen wurden dann unter Toluol zuerst 
gegen flieBendes Wasser dialysiert, bis zum Verschwinden der Ammoniak- 
reaktion mit Nesslerschem Reagens, was nach 9 bis 12 Tagen der Fall 
war. Nach dem Verschwinden der Nesslerschen Reaktion wurde die 
Lésung weitere 4 Tage gegen flieBendes, dann 4 Tage gegen mehrmals 
tiiglich gewechseltes, destilliertes Wasser dialysiert. Die Eu- und 
Pseudoglobulinfraktionen wurden dann zentrifugiert und so lange mit 
destilliertem Wasser gewaschen, bis eine Probe des Waschwassers 
keinerlei Hitzekoagulation mehr zeigte. Diese wasserigen Lésungen 
bezeichnen wir als den wasserléslichen Anteil des Eu- und des Pseudoglo- 
bulins. Die EiweiBniederschlige wurden dann mit 0,85 °,,iger Kochsalz- 
lésung ebenfalls bis zum Verschwinden der Hitzekoagulation im Filtrat 
behandelt. Die Lésungen wurden bei 30° im Vakuum konzentriert und 
wieder der Dialyse bis zur Kochsalzfreiheit unterworfen. Der im Dialysier- 
beutel entstandene Niederschlag wurde von der wisserigen Lésung 
abzentrifugiert und wieder in 0,85°.iger Kochsalzlésungbehandlung 
aufgenommen. Der unlésliche Riickstand der zweiten 0,85 ° igen 
Kochsalzlésung wurde vernachlassigt. Die gewonnenen Lésungen 
bezeichnen wir als den kochsalzléslichen Anteil des Eu- oder Pseudo- 
globulins. Der bei der ersten Kochsalzextraktion unlésliche Anteil 
wurde mit 0,25°,iger Sodalésung extrahiert und diese sogleich der 
Dialyse unterworfen. Diese Lésungen bezeichnen wir als sodaldsliches 
Eu- und als Pseudoglobulin. Es blieb nach der Sodabehandlung ein, 
wenn auch sehr geringer, Eiweibreaktionen gebender Niederschlag 
zuriick, der in n/50 Natronlauge léslich war und, wie die mikroskopische 
Untersuchung zeigte, nicht aus Zellresten bestand. Nach der Behandlung 
mit Natronlauge blieben neben den Filtrierpapierfasern Spuren einer 
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in Aceton léslichen, in Ather nur teilweise léslichen, keinerlei Eiweib- 
reaktionen gebenden Substanz zuriick, deren Zusammensetzung unter- 
sucht wird. Die in Natronlauge léslichen EiweiBkérper wurden ebenfalls 
sofort der Dialyse unterworfen, wir bezeichnen sie als natronlauge- 
léslichen Anteil des Eu- oder Pseudoglobulins. Es standen uns zur Unter- 
suchung folgende EiweiBfraktionen zur Verfiigung: 

1. Euglobulin wasserlislich, 2. Euglobulin kochsalzléslich, 3. Eu- 
globulin sodaléslich 4. Euglobulin natronlaugeléslich, 5. Pseudo- 
globulin wasserléslich, 6. Pseudoglobulin kochsalzléslich, 7. Pseudo- 
globulin sodaléslich, 8. Pseudoglobulin natronlaugeléslich, 9. Albumin J 
(54 bis 66°,,), 10. Albumin II (66 bis 75°,,), 11. Albumin III (76 bis 
100°, gesittigter Ammonsulfatlésung). 

Die Menge der in den einzelnen Fraktionen aus 5 Liter Serum ge- 
wonnenen EiweiBkérper sowie ihre Menge in Prozenten des gesamten 
EiweiBes ist in der Tabelle I angegeben. Die Zahlen sind Durchschnitts- 
werte aus vier Bestimmungen. 


Tabelle I. 


Menge und Verteilung der EiweiSkérpet. 





Menge Gesamteiweib- 
Eiweifikérper in 5 Liter Serum menge 
Keuglobulin wasserléslich. . . .... 68,00 29,69 
Zs kochsalzléslich . . . . . 9,20 4,02 
‘s ia. 3,20 1,40 
‘ NaQOH-lislich ...... 0,10 0,02 
Gesamteuglobulinfraktion. . ..... 80,50 35,13 
Pseudoglobulin wasserlislich . . . . 42,00 18,34 
= kochsalzloéslich . . . . 7,80 3,41 
és sodalislich . . 2... 0,25 0.11 
‘ NaOH-lislich . . . . 0,05 0,03 
Gesamtpseudoglobulinfraktion. . . . . 50,10 21,89 
OS Se ee es ere 25,30 11,05 
- ay veg ag ge ke ook 70,50 30,79 
a _ ye ae OE a ae ae eee, ae 2,60 1,14 
Gesamtalbumin ........e¢.. 98,40 42.98 


Wie aus der Tabelle I ersichtlich, besteht die Hauptmenge der 
Eu- und Pseudoglobulinfraktion aus wasserléslichen Globulinen. Da 
bei sorgfaltigster Verarbeitung nur etwa 230g Eiweif aus 5 Liter 
Rinderserum gewonnen wurden und der durchschnittliche Eiweib- 


gehalt des Rinderserums etwa 6,2, war, wurden nur 75°, des Gesamt- 


eiweiBes gewonnen, der Rest geht bei den Umfallungen verloren. Die 


Menge des sodaléslichen Pseudoglobulins und des natronlaugeléslichen 








254 B. Lustig: 


Eu- und Pseudoglobulins war sehr gering, so daB mit diesen Kérpern 
nur wenige Untersuchungen durchgefiihrt werden konnten. Um zu 
sehen, ob langandauernde Dialyse eines wasserléslichen Globulins sein 
Unléslichwerden verursacht, wurde wasserlésliches Euglobulin unter 
Toluol 8 Wochen gegen mehrmals taglich gewechseltes destilliertes 
Wasser dialysiert. Mit Ausnahme einer minimalen Ausfallung in der 
ersten Woche konnte keinerlei Unléslichwerden von EiweiB beobachtet 
werden. Wir bezeichnen bei unseren weiteren Untersuchungen das 
langdialysierte Euglobulin als Euglobulin, wasserléslich, 9 Wochen 
dialysiert. 
Die Fillungsgrenzen mit Ammonsulfat. 

Nach der Darstellung untersuchten wir die Fallungsgrenzen gegen- 
iiber Ammonsulfat. Diese Untersuchung fiihrten wir im wesentlichen 
nach Freund-Joachim (Hofmeister) durch. Je 2ccm einer 1 °,igen EiweiB- 
lésung wurden mit einer gleichmaBig zunehmenden Menge gesittigter 
Ammonsulfatlésung versetzt und mit Wasser auf 10 ccm aufgefiillt. Die 
Reihenfolge der Zusitze war EiweiB, Wasser und Ammonsulfat. Die 
Proben wurden 24 Stunden stehengelassen, filtriert, die Filtrate nach An- 
sduerung mit Essigsiure hitzekoaguliert. Die Ammonsulfatkonzentration, 
bei der die erste Triibung auftrat, wurde als die untere, die Konzentration, 
bei der im Filtrat keinerlei Hitzekoagulation erfolgte, als die obere 
Fallungsgrenze der Fraktion angenommen. Die Fallungen wurden bei 
allen EiweiBkérpern, mit Ausnahme der soda- und natronlaugeléslichen 
Globuline, bei neutraler Reaktion durchgefiihrt, da die alkalische 
Reaktion Verschiebungen der Fillungsgrenzen bedingt (Tabelle 11). 


Tabelle II. 


Aussalzungsgrenzen. 





Untere Fallungs- Obere Fallungs- 
grenze gesittigter grenze gesiittigter 
Ammonsulfatlisung Ammonsulfatlésung 


V5 0'5 


Eiweifikérper 


Euglobulin wasserléslich . . . 2... 25 35 
. ” (8 Wochen dial.) 25 (opaleszent ) 35 

= kochsalzloslich . . . .. . 25 ( zo ) 38 
Pseudoglobulin wasserléslich . . .. . 35 50 
" kochsalzléslich . . . . 32 ( 50 
pS © A ee een 52 66 
i Sara Me ak a, 63 ( 70 

MR cree ober 60 ( 87,5 


Die Fallungsgrenzen erfahren durch die Reizung nur ganz geringe 
Verschiebungen, und zwar zeigten die Kochsalzglobuline eine geringe 
Verbreiterung ihrer Fallungszonen, die Albumine zeigen eine Senkung 
ihrer Aussalzungsgrenzen. Bei Albumin III zeigte sich die interessante 
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Tatsache, daB zwischen 66 bis 80°,, keinerlei Anstieg des ausgefallenen 
Albumins erfolgte und erst bei weiterer Ammonsulfatzugabe der Rest 
des Albumins ausfiel. Infolge der geringen Menge des Albumins III 
unterblieb jede weitere Fraktionierung. 


Hitzekoagulationstemperaturen. 

Die Bestimmung der Hitzekoagulationstemperaturen ist seit Beginn 
der EiweiBchemie als eines der wichtigsten Kriterien der einzelnen 
EiweiBkérper angesehen worden. Salzzusatz verandert erst in gréBerer 
Menge die Koagulationstemperaturen bei den Globulinen, wahrend 
bei Albuminen geringe Salzzugaben starke Erhéhungen der Koagula- 
tionstemperaturen bedingen. GréBere Veranderungen der normalen 
Koagulationstemperaturen unter sonst gleichen auBeren Bedingungen, 
sind immer als erstes Zeichen einer Verinderung der Eiweibkérper 
anzusehen. Die Bestimmung wurde bei den Globulinen in 0,9 °.iger 
NaCl- und an 1,5°,iger EiweiBlésung durchgefiihrt, um vergleichbare 
Werte zwischen den wasserléslichen und kochsalzléslichen Globulinen 
zu gewinnen. Kontrollbestimmungen ohne Kochsalz ergaben bei den 
wasserléslichen Globulinen gleiche Resultate. Um einen konstanten 
langsamen Temperaturanstieg zu erreichen, wurde die Bestimmung 
in folgender Weise ausgefiihrt: Eine Eprouvette von 18 mm Durch- 
messer mit schwarzmattiertem, 8 mm breitem Streifen wurde mit Hilfe 
eines Korkringes in eine zweite von 24mm _ innerem Durchmesser 
befestigt. In der inneren Eprouvette befand sich die EiweiBlésung und 
ein Thermometer mit einer 0,2°-Skala. Das Ganze wurde in einem hoch- 
wandigen 800-ccm-Becherglas, welches mit Wasser angefiillt war, 
erwarmt. Es gelang uns auf diese Weise, einen sehr gleichmaBigen 
Temperaturanstieg zu erreichen, und zwar 2 bis 2,5 Minuten fiir einen 
Grad. Es wurden folgende Grade der Koagulation festgesetzt: 1 schwach 
opaleszent, 2 opaleszent, 3 Triibung, 4 Koagulation (erste sichtbaren 
Flocken), 5 Aufhéren der Koagulation. Bei Beginn der Koagulation 
wurde die Temperatur durch 10 Minuten auf fast den gleichen Stand ge- 
halten, um eine vollstandige Auskoagulierung zu erreichen. Nach Be- 
endigung der Koagulation wurde die Lésung scharf zentrifugiert, die be- 
stehende Fliissigkeit wieder, wie oben angegeben, erwarmt. Es wurdenauch 
Versuche in der Art unternommen, daB nach Beendigung einer Koagula- 
tion ohne Dazwischenschaltung der Zentrifugierung, langsam weiter 
erwarmt wurde. Diese Versuche ergaben bei Erhéhung der Temperaturen 
Vermehrung des ausfallenden Eiweibes, wie bei dem Zentrifugierungs- 


versuch. Es wurden auch schatzungsweise auf Grund der Hohe des Nieder- 
schlags nach der Zentrifugierung die bei den einzelnen Koagulations- 


punkten ausgefallenen EiweiBmengen verglichen. Die betreffenden 
Angaben befinden sich als Anmerkungen bei den Tabellen. Die Filtrate 
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nach dem letzten Koagulationspunkt wurden mit gleichem Volumen 
10° iger Kochsalzlésung versetzt, mit Essigsiure angesiuert und bis 
zum Sieden erhitzt, um zu sehen, ob koagulables EiweiB noch vor- 
handen ist. 

Tabelle I11. 


Hitzekoagulation von Euglobulin, wasserléslich und kochealzléslich. 





= Euglobulin, wasserlislich Euglobulin, kochsalzlislich 


Temperatur 
v¢ 

65,0 Schwach opaleszent 63,0 Schwach opaleszent 

66,0 Opaleszent 65,9 Opaleszent 

66.9 Getriibt 66.0 Getriibt 

675 Erster Koagulationspunkt 66,2 Erster Koagulationspunkt | 

68,0 Ende der Koagulation 66,6 Knde der Koagulation 

70,5 Schwach opaleszent 71,9 Schwach opaleszent 

71,5 Opaleszent 72,0 Opaleszent 

72,5 Getriibt 73.0 Getriibt 

73.0 Zweiter Koagulationspunkt 73.8 Zweiter Koagulationspunkt 

73,5 Ende der Koagulation 74,5 Kinde der Koagulation 

76,5 Opaleszent 77,5 Opaleszent 

77,0 Dritter Koagulationspunkt 77.6 Dritter Koagulationspunkt 

78,0 Ende der Koagulation 78,0 Ende der Koagulation 


Anmerkung zu Tabelle III: Bei Euglobulin wasserléslich fallt die 
Hauptmenge des EiweiBes beim ersten, die geringste Menge beim zweiten 
Koagulationspunkt aus. Beim Euglobulin kochsalzléslich war das Ver- 
hiltnis der ausgefallenen Eiw2ifmengen zu den Koagulationspunkten , 
IT: If: Ti wie 4:2: 1. 

Tabelle IV. 


Hitzekoagulation von Pseudoglobulin, wasser- und kochsalzléslich. 





Temperatur 


a Pseudoglobulin, wasserlislich Pseudoglobulin, kochsalzlislich 
 ( £ 


Temperatur 
0 q 


62,0 Schwach opaleszent 59,0 Schwach opaleszent 
62,5 Opaleszent 60,0 Opaleszent 
63,5 Getribt 60,8 Getriibt 
65,0 Erster Koagulationspunkt 615 Erster Koagulationspunkt 
65,5 Ende der Koagulation 61,7 Ende der Koagulation : 
69,0 Schwach opaleszent 66,0 Schwach opaleszent 
70,5 Opaleszent 66,5 Opaleszent 
710 Zweiter Koagulationspunkt 67,5 Zweiter Koagulationspunkt 
71,5 Ende der Koagulation 68,0 Ende der Koagulation 
74,0 Schwach opaleszent 70,0 Schwach opaleszent 
74,5 Opaleszent 70,5 Opaleszent 
76,0 Getriibt 71,2 Getriibt 
76,5 Dritter Koagulationspunkt 72.0 Dritter Koagulationspunkt | 
77,0 Ende der Koagulation 72,5 Ende der Koagulation 
75,0 Schwach opaleszent | 
76,0 Opaleszent 
76,5 Getriibt | 
77,0 Vierter Koagulationspunkt 
77,5 Ende der Koagulation 


Anmerkung zu Tabelle IV: Beim wasserléslichen Pseudoglobulin war 
das Verhiltnis der bei den Koagulationspunkten 1 bis 3 ausgefallenen 
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EiweiBmengen, wie 3:1: 2, beim kochsalzlélichen war das Verhiltnis der 
bei den Koagulationspunkten 1 bis 4 ausgefallenen EiweiBmengen wie 
4:1: 1:4. Es wurden 3 bis 4 Bestimmungen von jeder Fraktion durch- 
getiihrt 

Die Abweichungen von den in den Tabellen angegebenen Koagula- 
tionspunkten waren héchstens 0,49. Euglobulin wasserléslich, 8 Wochen 
dialysiert, zeigte beim Erwirmen bis 90° keinerlei Flocken, nur eine 
sehr starke, triibe Opaleszenz, welche sich mit redestilliertem Wasser 
verdiinnen lieB. Bei der geringsten Salzzugabe entstand in der Kalte 
sofort eine reichliche Flockung. Die Werte fiir die Euglobuline, wasser- 
und kochsalzléslich, sind in der Tabelle IIT, fiir die Pseudoglobuline in 
der Tabelle IV angegeben. Bei Albumin wurden die Koagu- 
lationspunkte sowohl mit, wie ohne Salzzugabe bestimmt. Wahrend 
die Globuline innerhalb von 0,3° bei den jeweiligen Koagulations- 
punkten ausflockten, waren beim Albumin eigentlich bis 2° breite 
Flockungszonen. In der Tabelle VA und B sind die Flockungs- 
zonen der Albumine I bis III mit und ohne Salzzugabe angegeben. 
Die Konzentration der Albuminlésung war ebenfalls jeweils 1,5°,, 
EiweiB. Es wurde oft innerhalb eines Temperaturintervalls von 2° 
(innerhalb der Koagulationstemperatur) die Lésung fiinf- bis sechsmal 
vom auskoagulierten Eiweif abzentrifugiert und wieder aufs neue 
erwarmt. 

Tabelle V. 
Hitzekoagulation der Albumine I bis ITT. 





Albumin I Albumin I Albumin II] 
°C o4 °C 


A. Ohne Salzzusatz. 


1. Koagulationspunkt. ..... 73,0—74,5 |. 68,0—70,0 68.0—69,0 
2. . ; 78,5—79,0 72,1—73,0 70,0—72,0 
3. Z 81,2—82,5 75,0—76,0 76,0—78,0 
4. “a — 78,6—80.0 80,0—81.0 
5. " — 81,0—82,5 ‘in 

B. In 0,85 %iger NaCl-Lésung. 
1. Koagulationspunkt ..... 77,8—79,0 74,0—75,5 — 
2. - 81,0—82,5  79,0—80,0 ws 
3. 83,2—85,0 81,5—82,2 
4. ‘ — 


Anmerkung zu Tabelle V: Bei den Versuchen ohne Salzzusatz fiel 
beim Albumin I die Hauptmenge des Eiweifes beim ersten und dritten 
Koagulationspunkt, beim Albumin II beim ersten, vierten und fiinften, 
beim Albumin IIT beim ersten und vierten, bei den iibrigen Koagulations- 
punkten entstanden nur geringe Verinderungen. Bei den Versuchen mit 
Salzzusatz (3) fand nach dem dritten Koagulationspunkt eine weitere 
Koagulation beim Erhitzen bis 30° statt. 


_ ° ° y ° ° ° % ° ° 
Das Ergebnis dieser Versuche ist, da8 wir in Ubereinstimmung 
mit Freund-Joachim mehrere Koagulationspunkte bei den einzelnen 
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Globulinfraktionen beobachten konnten. Und zwar je drei Koagulations- 
punkte bei den Euglobulinen und Pseudoglobulin wasserléslich und 
vier Koagulationspunkte beim Pseudoglobulin kochsalzléslich. Die 
Koagulationstemperaturen des wasserléslichen Eu- und Pseudoglobulins 
differieren untereinander. Ebenso zeigten die Albumine mehrere 
Koagulationszonen, die bei Zugabe von Kochsalz eine Erhéhung 


erfahren. Wie weit aus den differierenden Koagulationspunkten 


Schliisse tiber Vielheit oder Einheit der entsprechenden EiweiBfraktionen 
gezogen werden kénnen, ist infolge ihrer Labilitat schwer zu entscheiden, 
doch miissen sie mit Verschiedenheiten der EiweiBkérper zusammen- 
hangen, was Sache weiterer Untersuchung ist. Auffiallig ist die Koagula- 
tionstemperatur des kristallisierten Albumins, die nach Strauss und 
Collier! 50° betragt, gegeniiber den auch von anderen Seiten gefundenen 
hohen Koagulationstemperaturen des nativen Serumalbumins. Diese 
Erniedrigung der Koagulationstemperatur ist wahrscheinlich mit einer 
schwachen Denaturierung bei der Kristallisation zu erkliren. 


Stickstoffgehalt. 

Fiir die Bestimmung des Stickstoffgehaltes wurden die Eiweib- 
lésungen mit dem vierfachen Volumen Aceton gefallt, filtriert, dann bis 
10 Min. im Soxhlet mit Ather extrahiert und im Vakuum iiber Schwefel- 
siure getrocknet. Es zeigte sich die interessante Tatsache, daB die 
EiweiBkérper sehr hygroskopisch waren und Wasser bis zu einem 
gewissen konstanten Endpunkt aufnahmen und zwar oft bis 12°, 
des urspriinglichen Gewichtes. Nachdem die EiweiBkorper mit Feuchtig- 
keit gesaittigt waren, blieb ihr Gewicht konstant. Die gleiche Erscheinung 
und in gleicher Starke zeigten EiweiBkérper, welche durch Erwairmen 
der wiasserigen Lésung im- Vakuum auf 30° konzentriert und nachher 
iiber Schwefelsiure im Vakuum bei Zimmertemperatur getrocknet 
wurden. Die EiweiBk6rper hatten, troz ihrer oft betrachtlichen Feuchtig- 
keitsaufnahme, das Aussehen eines staubtrockenen Pulvers. Die Stick- 
stoffbestimmung geschah mit bis zur Konstanz getrockneten Sub- 
stanzen (im Vakuum), nach Kjeldahl. Bei der Bestimmung hielten wir 
uns strikte an die Angaben von S. P. L. Sdérensen und M. Héyrup*, 
um modglichst genaue, absolute Werte zu bekommen. Die betreffenden 
Autoren kjeldahlisieren unter Zugabe von Kalium- und Kupfersulfat 
und erhitzen, nachdem die Fliissigkeit griin geworden ist, noch weitere 
4 bis 5 Stunden. Dann oxydieren sie durch Zugabe von Kaliumperman- 
ganat, lassen abkiihlen und destillieren das Ammoniak auf gewéhnliche 
Weise iiber. Die Einwaage soll um 20 mg Stickstoff herum liegen, da 
bei dieser Stickstoffmenge der Kjeldahl am genauesten liegt. Bei der 


1 Oppenheimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 1, 628. 
2 Zeitschr. f. physiolog. Chem. 103, 59, 1918. 
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Stickstoffbestimmung wurde jeweils der Aschegehalt der EiweiSkérper 
in Rechnung gesetzt, der bei den Soda- und Natronlaugekérpern hoch, 
bei den iibrigen sehr minimal war. Die angegebenen Zahlen sind in 
der Tabelle VI vereinigt. 


Tabelle VI. 


Stickstoffgehalt der EiweiBkérper des Rinderserums. 





Eiweiikorper sae Wert aude Ww ert Mittelzahl 

lg 9 ( 
Euglobulin wasserléslich . . . . 14.99 15,42 15,25 
- kochsalzléslich . . . 15,86 16,09 15,96 
‘. sodaléslich. . . . . 13,21 13,98 13,84 
- natronlaugeléslich . 9,52 10,12 9,83 
Pseudoglobulin wasserléslich . . 14,03 14.60 14,05 
kochsalzloslich . 15,21 15,60 15,45 
" sodaléslich . . . 13,10 13,40 13,25 
ta ns ke eS 15,20 15,60 15,43 
‘ ae ee ee 14,31 14,86 14,68 
| SR ee 15,82 16,03 15,92 


Es wurden je nach der Menge der vorhandenen Substanz vier bis 
sechs Bestimmungen durchgefiihrt. Bei Euglobulin natronlaugeldéslich 
und Pseudoglobulin sodaléslich konnten nur je zwei Bestimmungen 
durchgefiihrt werden. Bei Pseudoglobulin natronlaugeléslich war die 
vorhandene Substanzmenge fiir eine Makrostickstoffbestimmung zu 
gering. Die Werte zeigen, wenn auch geringe, aber konstant auf- 
tretende Unterschiede zwischen den einzelnen Eiweibfraktionen, die 
(mit Ausnahme des natronlaugeléslichen Euglobulins) bis 1,5°,, gehen, 
was weit auBerhalb der Fehlerméglichkeiten der Methodik ist. Der 
Stickstoffgehalt des natronlaugeléslichen Euglobulins fallt vollkommen 
aus der Reihe und betragt fast die Halfte der fiir EiweiBkérper iiblichen 
Stickstoffmenge. Die Kochsalzglobulinkérper haben immer einen 
héheren Stickstoffgehalt als die der gleichen Fraktion zugehérigen 
wasserléslichen Eiweibkérper. Der niedrigere Stickstoffgehalt des 
Albumins II gegeniiber dem in der Literatur angegebenen héheren 
Stickstoffgehalt des Gesamtalbumins ist dadurch bedingt, daB die 
Zahlen in der Literatur sich fast immer auf das kristallisierte Albumin 


- beziehen. Die konstant auftretenden Unterschiede im Stickstoffgehalt 


der einzelnen Fraktionen kénenn nur mit einer Vielheit von Eiweib- 
kérpern erklart werden, da sie wie schon oben erwahnt auBerhalb 
jeder Fehlerméglichkeit sind. 


Bestimmung der Amino- und Carboxylgruppen. 


Wir gingen nun an die Untersuchung des Gehaltes der Eiweib- 
kérper an COOH- und NH,-Gruppen. Die Bestimmung der Amino- 
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gruppen geschah nach Linderstroem-Lang! durch Titration der Eiweib- 
kérper in Acetonlésung mit n/10 alkoholischer Salzséure. Die Be- 
stimmung der COOH-Gruppen wurde sowohl nach Willstdtter? mit 
Thymolphthalein in 90 ° ,iger alkoholischer Lésung mit n/10 alkoholischer 
Lauge, wie auch nach Sdrensen? mit Hilfe der Formoltitration durch- 
gefiihrt. Die Durchfiihrung der Titration der Aminogruppen, sowie 
der COOH-Gruppen nach Willstdtter geschah in der Weise, daB zuerst 
in einer Vorprobe die notwendige alkoholische Saure- oder Laugenmenge 
ermittelt wurde, diese weniger 0,2 bis 0,3 ccm n/10 zu der untersuchenden 
Lésung zugegeben wurde, die Lésung dann mit heiBem Alkohol oder 
Aceton versetzt und zu Ende titriert. Wir bekamen auf diese Weise 
auf —- 0,1 ecm n,/ 10 tibereinstimmende Werte. Die Werte wurden sowohl! 
auf 1g EiweiS in Kubikzentimeter verbrauchter n/10 Saure oder 
Lauge ausgedriickt, wie auch in Prozenten des Gesamtstickstoffs,wobei 
eine COOH- oder eine NH,-Gruppe einem Stickstoffatom gleichwertig 
in Rechnung gesetzt wurde. Es wurden jeweils vier bis fiinf Be- 
stimmungen der Amino- und Carboxylgruppen bei jedem EiweiBkérper 
durchgefiihrt, mit Ausnahme von sodaléslichem Euglobulin und 
Albumin III, wo infolge der geringen zur Verfiigung stehenden Eiweib- 
mengen nur je zwei Bestimmungen durchgefiihrt werden konnten. 
Die natronlaugeléslichen Globuline und sodalésliches Pseudoglobulin 
konnten aus dem gleichen Grunde nicht untersucht werden. Die Werte 
der Carboxylgruppen sind in der Tabelle VII, die der Aminogruppen in 
der Tabelle VIII angegeben. Die Abweichungen von den angegebenen 
Zahlen waren héchstens —- 6°... 


Tabelle VII. 


Carboxylgruppengehalt der SerumeiweiBkérper. 





Menge in 1g Eiweif Menge in ° 
in ecm nj10 des N-Gehaltes 
Eiweifikérper giintieinipentineaiedaaaaies i 
a) nach b) nach 
W illstatter Sorensen W illstatter Sorensen 


a) nach b) nach 


Euglobulin wasserléslich . . . . 4,80 5,01 4,43 4.60 
* 8 Wochen dialysiert 4.59 4,93 4,22 4,53 

oe kochsalzloslich . . . 5,20 5.83 4.56 5,11 

2 sodaléslich. . .. . §,92 7,92 7,0 8,10 
Pseudoglobulin wasserléslich . . 5,75 5,99 5,53 5,80 
, kochsalzléslich . 7,18 7,23 6,36 6,60 
PO ea eee oer 11.54 11,19 10,56 9.96 
a a Ege acerca, S 8,31 8,73 7.92 8,33 

a OE od (as uite habe ere Gee 15.44 15.60 13,57 13,71 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 173, 32, 1927. 
2 Oppenheimer-Pincussen, Methodik der Fermente, S. 976 ff. 
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Tabelle VIII. 


Aminogruppengehalt der SerumeiweiBkérper. 





Eiweifikorper pe? 0 des sehalt s 
Euglobulin wasserléslich . . . . . .. 9.64 8.85 
8 Wochen dialysiert ... 9.10 $26 
* kochsalzléslich . . . . . 13,83 12.14 
e a 7,18 7,20 
Pseudoglobulin wasserléslich . . . . . 12,62 12.14 
- kochsalzlislich . . . . 13,16 11,87 
Albumin I My td ee ce a ee ee 16,34 14.86 
; Rhee ee té ole eed as 14,47 13,80 
a _ See Se re 22,28 19,59 


Es ergaben sich infolge des wechselnden Stickstoffgehaltes der 
EiweiBkérper verschiedene Vergleichszahlen, je nach dem man den 
Stickstoffgehalt oder die Menge des EiweiBkérpers beriicksichtigt. 
Langdauernde Dialyse verursacht keinerlei Veranderungen der 
Werte. Zwischen dem wasserléslichen und kochsalzléslichen Euglobulin 
sind die Unterschiede der Werte innerhalb der Fehlergrenzen. Bei 
den gleichen Pseudoglobulinkérpern ist eine deutliche Vermehrung der 
Carboxylgruppen sowohl gegeniiber den Euglobulinen, wie auch unter- 
einander vorhanden, da das kochsalzlésliche Pseudoglobulin gegeniiber 
dem wasserléslichen einen héheren Carboxylgruppengehalt aufweist. 
Umgekehrt zeigen das wasser- und kochsalzlésliche Euglobulin Unter- 
schiede im Aminogruppengehalt untereinander, wahrend die Pseudo- 
globuline zwar einen viel héheren Aminogehalt aufweisen als die Eu- 
globuline, aber untereinander gleich sind. Ganz aus der Reihe fallen 
die Werte des sodaléslichen Euglobulins, das gegeniiber den anderen 
Euglobulinen héhere COOH- und niedrigeren NH,-Gehalt zeigt. 
Die Albumine haben gegeniiber den Globulinen durchwegs erhéhte 
COOH- und Aminowerte. Und zwar zeigt Albumin III die héchsten, 
Albumin II die niedrigsten Werte. Die Menge der COOH-Gruppen 
in nativen EiweiBkérpern ist nach den Angaben von Kossel und 
Gawrilow! dem Lysingehalt proportional. Es wurden auch Titrationen 
der COOH-Gruppe in 50°, iger alkoholischer Lésung mit Phenol- 
phthalein als Indikator nach Willstdtter durchgefiihrt. Diese ergaben 
die niedrigsten Werte bei den Euglobulinen, die héchsten bei den 
Albuminen. Die absoluten Zahlen waren minimal. 


Carboxyl- und Amino-index. 
Um weitere Konstanten fiir die Differenzierung der EiweiBkérper 
zu gewinnen, berechneten wir nach Obermayer und Willheim? das Ver- 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 81, 27, 1912. 
2 Diese Zeitschr. 38, 331, 1912; 50, 369, 1913. 
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haltnis der auf eine COOH-Gruppe entfallenden Stickstoffatome im 
GesamteiweiB. Diese Autoren zeigten, da man durch Division des 
Gesamtstickstoffs durch die Zahl der COO H-Gruppen zu Zahlen kommt, 
die fiir die einzelnen Eiweibkérper charakteristisch sind. Gleiche 
Eiweibk6rper von verschiedener Herkunft, z. B. aus Rinder- und Pferde- 
serum, zeigen konstant auftretende Unterschiede. Sie benennen diese 
Zahl den Aminoindex. Da die Zahl der Aminogruppen und der Carboxyl- 
gruppen in nativen EiweiBkérpern im Gegensatz zu deren Abbau- 
produkten verschieden ist, bestimmten wir durch Division des Gesamt- 
stickstoffs durch die Zahl sowohl der Carboxyl- wie auch der Amino- 
gruppen ihr Verhaltnis zum Stickstoffgehalt. Wir schlagen fiir die 
Zahl nach Obermayer-Willheim den Namen Carboxylindex, fiir das 
wirkliche Verhaltnis der Aminogruppen zum Stickstoffgehalt den Namen 
Aminoindex vor, da diese beiden Benennungen den _tatsachlichen 
Verhaltnissen Rechnung tragen. AuBerdem bestimmten wir das Ver- 
haltnis der Amino- zu den Carboxylgruppen auf Grund des Stickstoff- 
gehaltes der EiweiBkérper (und nicht der Menge). Alle diese Angaben 
sind in der Tabelle IX vereinigt. Fiir die Berechnung des COOH- 
Index wurden die Mittelwerte der Bestimmungen nach Willstdtter und 
Sdrensen angenommen. Die Abweichungen von den angegebenen 
Zahlen sind auch hier héchstens + 6%... 


Tabelle IX. 
COOH—NH,-Index und NH,: COOH. 





Eiweifikirper COO H-Index Amino-Index NH,: COOH 


Euglobulin wasserléstich , 22,0 11,3 0,51 
" 8 Wochen dialysiert . 22.3 12,1 0,54 

o kochsalzloslich 20,7 8,3 0,40 

s sodaléslich 13,2 13.8 1,02 
Pseudoglobulin wasserlislich 17.6 8.3 0,47 
“ kochsalzléslich . 15,6 8,4 0,54 
Albumin I . 9.8 6.7 0,69 
fi Zz 12.3 6,8 0.55 

- mi. 7.3 5,1 0.70 


Der COOH-Index zeigt in Ubereinstimmung mit den Angaben 
von Obermayer-Willheim ein Sinken der Werte kontrar der zur Aus- 
salzung notwendigen Ammonsulfatkonzentrationen. Auch hier zeigt 
der sodalésliche Anteil des Euglobulins ein von den anderen scharf 
abweichendes Verhaltnis. Die Pseudoglobuline zeigen niedrigere Werte 
als die Euglobuline, die Albumine niedrigere als die Pseudoglobuline. 
Unter den Albuminen hat Albumin II den héchsten, Albumin III den 
niedrigsten COO H-Index. 
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Der Aminoindex ergibt ebenfalls die héchste Zahl bei den Euglobu- 
linen, die niedrigsten bei den Albuminen. AuBerhalb der Euglobuline 
hat der kochsalzlésliche Anteil den niedrigsten Wert, wahrend die 
Pseudoglobuline untereinander gleich sind. 

Auch Albumin I und II zeigen identische Werte. Den niedrigsten 
Aminoindex hat AlbuminIII. Das Verhaltnis der NH, : COOH- 
Gruppen ergibt die interessante Tatsache, da mit Ausnahme des 
sodaléslichen Euglobulins und Albumins IT und III alle Zahlen 
innerhalb enger Grenzen (0,4 bis 0,55) einander angenahert sind. Die 
Albumine I und III zeigen héhere Werte (bis 0,7), ganz aus der Reihe 
fallt das sodalésliche Euglobulin (1,02). 


Zusammenfassung. 


Es konnte das Vorhandensein von wasser-, kochsalz-, soda- und 
natronlaugeléslichen Globulinen, die von den anderen in ihren Eigen- 
schaften stark abweichen, nachgewiesen werden. 

Es wurden als Konstanten fiir die einzelnen EiweiBkérper die 
Bestimmung des COOH-Index (nach Obermayer und Willheim) und 
der Aminoindex vorgeschlagen, die bei den einzelnen Serumeiweib- 
fraktionen groBe Differenzen ergaben 

Das Verhaltnis der NH,: COOH-Gruppen ist bei den meisten 
SerumeiweiBkérpern innerhalb enger Grenzen gleich. Auf Grund dieser 
Ergebnisse glauben wir sowohl fiir die Globuline (in Ubereinstimmung 
mit Freund-Joachim) wie auch fiir die Albumine eine Vielheit von 
EiweiBunterfraktionen nachgewiesen zu haben. Nur diese Vielheit 
kann uns als Erklarung fiir die Vielfaltigkeit ihrer Funktionen im Blute 
dienen. Unsere weiteren Untersuchungen werden die chemische Zu- 
sammensetzung der einzelnen EiweiBfraktionen, sowie ihre biologischen 
Verschiedenheiten zum Ziele haben. 
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Uber die enzymatische Synthese der héheren Dextrine. 


Von 


S. Nishimura. 
(Aus dem Laboratorium der Unionbierbrauerei Kawaguchie-Machi b. Tokio.) 


(Eingegangen am 22. Juni 1930.) 


Ich! habe vor kurzem mitgeteilt, daB in Hefeautolysaten eine 
Amylosynthease vorhanden ist, da nach Zusatz von Hefeauszug zu 
einer Achroodextrinlésung diese sich allmahlich mit Jod rot und eine 
Klebreisstarkelésung violettblau farbt. Ich hatte damals aus der 
Achroodextrinlésung nur mit Jod sich rot farbende Dextrine gewonnen. 

Nun habe ich aber neuerdings eine grobe Menge Enzymlésung, 
die zur Beseitigung von méglichst viel EiweiBsubstanzen nach der schon 
friiher beschriebenen Methode gereinigt war, stufenweise zu der Achroo- 
dextrinlésung zugesetzt und dadurch ein mit Jod sich violett bis violett- 
blau farbendes Dextrin gewonnen. Z. B. wurden zu etwa 100 ccm der 
1°,igen Achroodextrinlésung 20cem der gereinigten Hefelésung 
und 2,leem n/10 HCl, um das optimale pg von 6,2 zu erreichen, 
zugesetzt. Als die Loésung nach fiinftaigiger Einwirkung mit Jod 
sich rot bis rotviolett farbte, wurden weitere 10 ccm der gereinigten 
Hefelésung zugegeben. Nach 3 bis 5 Tagen farbte sich dann die Lésung 
mit Jod vislett bis violettblau. 

Die gewonnene Lésung wurde gekocht und filtriert, um das aus 
HefeeiweiBsubstanzen bestehende Koagulum zu beseitigen, auf etwa 
20 cem eingedampft und an kiihlem Orte stehengelassen. Das Dextrin 
hat sich als weiBes Pulver allmahlich ausgeschieden. Nach 24 Stunden 
wurde es abgenutscht, mit etwas Wasser und dann mit Alkohol und 
Ather gewaschen und getrocknet. 

Das Dextrin ist gegeniiber dem Achroo- und dem Erythrodextrin 
in kaltem Wasser schwer léslich und wird erst durch Erhitzen klar gelést. 
Die Lésung farbt sich mit Jod violettblau. Das klar geléste Dextrin 
scheidet sich allmahlich wieder als weiBer Absatz aus. Es hat also eine 
Retrogradationsfahigkeit wie die koagulierte Starke. 

Um den Abbau des synthetisierten Dextrins durch Amylase mit 
dem Abbau der Starke zu vergleichen, wurden 2ccm Malzamylase- 


1 S. Nishimura, diese Zeitschr. 223, 161, 1939, 
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lésung zu der Dextrin- und der Starkelésung (beide 1°,ig) zugesetzt 
und nach Zugabe von Puffergemisch auf 100 ccm aufgefiillt (py — 4,9). 
Der Verlauf der Jodreaktion und die Verzuckerung der Lésungen bei 
20° zeigt folgende Tabelle I. 
Tabelle I. 
Jodreaktion. 








Violett Rot Gelb 

Min. Min Min 

Dextrin nach 25 35 70 
Starke me > 45 55 90 

Verzuckerung (Gramm Maltose in 100 cem). 

Nach 30 Min. 2 Std. 24 Std 

ee rea 0,476 0,736 0.903 
ae 0,372 0,646 0,736 


Die Veranderung der Jodreaktion des Reversionsdextrins ist fast 
so wie die der Starke verlaufen. Es waren bei beiden vom violetten 
bis roten Farbton 10 Minuten und vom roten bis gelben Ton 35 Minuten 
erforderlich. Nur die Verzuckerung ist beim Dextrin etwas rascher 
als bei der Starke verlaufen. 

DaB eine Synthese des Dextrins erfolgt ist, kann man schon durch 
die obigen Versuche beweisen. 

Um zu erharten, daB das Molekiil des synthetisierten Dextrins 
gréBer ist als das des Achroodextrins, aus dem es entstand, wurden 
Reduktionsvermégen, spezifische Drehung, MolekulargréBe usw. der 
Dextrine gemessen. Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle zusammen- 


Tabelle II. 








1. Jodreaktion 
2. Léslichkeit in 
kaltem Wasser 


3. Viskositat 


4. Reduktions- { 
5. vermogen = | 


6. MolekulargriBe 


Abgebaut aus Stirke 





Achroo- a oe “P 
dextrin Erythrodextrin 
gelb rot 


klar nicht ganz klar 
klar durch 


Erwarmen 
21,4 Sek. 21,8 Sek. 
16,3 % 11.1% 
167,0% 175,0 % 
491.0% 


(Cg Hy O05). Hy O = 504 


Synthetisiert aus dem 
Achroodextrin 


Dextrin I Dextrin II 


rot violettblau 
- schwer léslich 
klar durch 
Erhitzen 
Fe 23 bis 24 Sek. 
12.0% 7,1 % 
175,0% 182.0% 
-- 982,0 % 


(CgH,905)¢-Hy 0 = 990 


18 


Be- 
merkungen 


1 °/ ,ige 
Lisung 


Mit 2°/,ig. 
Lisung 
bei 20° C, 
Wasser 


= 20.0 Sek 


. 
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gestellt. Das Reduktionsvermégen ist nach der Pavyschen Methode 
gemessen und in Prozenten Maltose ausgedriickt. Die Molekulargrébe 
ist nach der Methode der Gefrierpunktserniedrigung bestimmt worden 

Die spezifische Drehung und die MolekulargréBe der Dextrine 
sind bei meinen Messungen kleiner ausgefallen als die bisherigen Werte, 
die von Friedrich!, Lintner und Dill? und Biltz? gemessen wurden. 
Aus den Werten der Tabelle ist jedenfalls zu schlieBen, daB durch Zusatz 
von Hefelésung aus der Achroodextrinlésung sicher héhere Dextrine 
polymerisiert wurden und somit eine Amylosynthease in Hefeautoly- 
saten vorhanden sein muB. Dieses Enzym diirfte bei der Glykogen- 
bildung in der Hefezelle eine groBe Rolle spielen. 


1 Friedrich, Sv. Akad. Arkur. f. Chem. 5, 1913. 
2 Lintner u. Dill, Ber. 28, 2533, 1893. 
3 Piltz, Ber. 46, 1532, 1912. 























Die physiologische Bedeutung der Hydrotropie. 


Von 
F. Verzir und A. y. Kuthy. 


(Aus dem Physiologischen und allgemein - pathologischen Institut der 
Universitat in Debreczen.) 


(Eingegangen am 22. Juni 1930.) 


Finleitung. 

Neuberg (1) hatte bei den Alkalisalzen von 43 verschiedenen orga- 
nischen Sauren hydrotrope Eigenschaften nachgewiesen. Unter Hydro- 
tropie versteht er die Eigenschaft der Stoffe, in Wasser gar nicht oder 
nur sehr schwer lésliche Stoffe léslich zu machen. Der Grad der Léslich- 
keit kann sehr ansehnlich werden. So gibt z. B. Sulfonal (CH,),C(SO, 

C,H;)., welches in Wasser allein nur bis zu 0,2°,, lésbar ist, durch 
Wirkung von salicyl- oder benzoesaurem Na 20° ,ige Lésung, d. h. seine 
Léslichkeit hat sich hundertfach erhéht. Diese organischen Sauren, 
bzw. Salze, von denen einige allgemein bekannte Produkte des inter- 
mediiren Stoffwechsels des Organismus sind, z. B. Benzoe-, Hippur-, 
Salicyl-, Carbol-, Phenylessig-, Phenylpropion-, Zimtséure, lésen Stoffe 
mit den verschiedensten chemischén und physikalischen Eigenschaften, 
wie Kohlenhydrogene, Alkohole, Aldehyde, Ester, Nitroverbindungen, 
Starke, Alkaloide, Proteine, Farbstoffe, Lipoide, Fette, selbst anorga- 
nische Verbindungen, z. B. CaCO, und Mg,(PQ,),. AuBer den er- 
waihnten gehéren noch hierher die Nitro-, Amino-, Halogen- und Oxyben- 
zoesiuren, Phthalsiuren, Benzolsulfo-, Naphthalinsulfo-, Sylvin-, Triphe- 
nylearbonsiure, Amylschwefelsiure. Nach Tamba (2) zeigen auch die 
Glieder der Fettsiurereihe, sogar noch die Na-Seifen von Palmitin-, 
Stearin- und Olsaure hydrotrope Eigenschaften. 

Zu diesen Stoffen zaihlen auch die Gallensiuren. Die fettlésende 
Fahigkeit der Galle hat schon Piliiger bewiesen. Langecker (3) hat mit 
ihren aus Galle mittels Aussalzung mit (NH,),SO, bereiteten gallen- 


sauren Praparaten nachgewiesen, daB sie die Resorption von einzelnen 
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Arzneimitteln beschleunigen. Dittrich (4), Gillert (5) und Klinke (6) 
haben gezeigt, daB anorganische Salze wie CaCO, und Ca,(PO,), 
auch in Galle bzw. Cholsaure léslich sind. 

In unseren friiheren Arbeiten (7) (8) (9) haben wir uns bemiiht, die 
Rolle der gepaarten Gallensduren bei der Fettresorption zu klaren. Auf 
Grund unserer Versuche nahmen wir an, daB die waihrend des Verlaufs 
der Verdauung frei gewordenen Fettséuren bei der neutralen oder 
schwach sauren Reaktion des Diinndarms mit den gepaarten Gallen- 
siuren in Wasser lésliche, diffusible Verbindungen bilden und so ihr 
Durchdringen der Darmwand erméglicht wird. Ungelést bleibt indessen 
die Frage, was aus dem, nach der Resorption aus dem Darm sich wieder 
bildenden neutralen Fett wird. Es ware méglich, daB sowohl Fetten, 
wie anderen wasserunléslichen und dennoch resorbierbaren Stoffen 
hydrotrope Substanzen den Kreislauf im Organismus ermdéglichen. 


Alle diese Verbindungen, die strukturell vollkommen verschieden 
sind, haben als Gemeinsames nur ihre Saéure- bzw. Salznatur. New- 
berg hat sich damit begniigt, die Léslichkeitsverhaltnisse in Gegen 
wart von hydrotropen Substanzen zu bestimmen bzw. mit der Fest- 
stellung, daB diese Substanzen Emulsionen und Suspensionen in 
wasserklare Lésungen umandern. Wir haben nun untersucht, ob 
die gelésten Substanzen in eine derartig disperse Form gebracht werden, 
daB sie auch diffusibel sind. Ferner haben wir Versuche ausgefiihrt, 
um zu entscheiden, ob in Extrakten von verschiedenen Organen hydrotrop« 
Substanzen vorkommem, welche eventuell bei der Diffusion verschie- 
dener Substanzen in und aus der Zelle eine Rolle spielen kénnen. 


Versuche. 
I. Hydrotrope Wirkung von aepaarten Gallensduren. 

In unserer friiheren Arbeit haben wir die Wirkung von gepaarten 
Gallensiuren auf die Lés#armachung von Fettsauren behandelt. Im 
folgenden haben wir nun untersucht, ob sie auch andere wasserunlosliche 
Korper in Lésung bringen kénnen. Beziiglich der Desoxycholsaure hat 
das bereits Wieland (10) nachgewiesen. Wir haben eine 5°,ige Na- 
Taurocholatlésung bzw. Na-Glykocholatlésung benutzt und die Léslich- 
keit von zehn wasserunléslichen Substanzen in der folgenden Tabelle 
angegeben. 


Die ersten vier Substanzen wurden in Substanz benutzt. Campher, 
Cholesterin und Diphenylamin in 10°. iger alkoholischer Lésung, 
welche, mit destilliertem Wasser aufs Zehnfache verdiinnt, eine grobe 
Suspension gibt. Von Chinin und Strychnin wurde das salzsaure bzw. 
schwefelsaure Salz in 5°,iger Lésung mit n/10 NaOH aufs Zehnfache 
verdiinnt und die so gewonnene Suspension verwendet. 
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Tabelle I. 





Volistandig gelist in 


Wasserunlisliche Substanz 5 Plo ig 5 oo ig 
Na-Taurocholat Na-Glykocholat 
ecm ecm 

Po | ae 15,0 20,0 
nS os» ca 6 Wek Owe 30,0 24,0 
Bee Rae er 30,0 39,0 
eee ee ee 150,0 150,0 
Se ee ee ee 15,0 4.0 
ee ee ere 15,0 12,0 
ee ee ee 8,0 15,0 
SS. ee 2,0 5,0 
Ec EN SD. oli aS ae ae 16,0 14,0 
1 .,  Nitrobenzol wird nicht gelést in . 250,0 250,0 


In Filtraten der Suspensionen von den letzteren fiinf Substanzen 
erhielt man keine Reaktion auf dieselben, wovon wir uns immer iiber- 
zeugten, zum Zeichen dafiir, daB ihre Ausfallung vollstandig war, 


Aus diesen Versuchen folgt, daB die gepaarten Gallensauren also 
nicht nur auf Fettséuren, sondern auf verschiedene andere Substanzen, 
wie Paraldehyd, Anilin, Chinolin, Chinin, Strychnin, Campher, Diphe- 
nylamin und Cholesterin hydrotrop wirken, d. h. dieselben in Wasser 
léslich machen. 


II. Diffusionsversuche. 


Es war nun zu untersuchen, ob in diesen sowie in den von Neu- 
berg beschriebenen Lésungen die Substanzen derartig dispergiert sind, 
daB sie durch die gewohnlichen Schleicher und Schiillschen Diffusions- 


hiilsen (Nr. 579) diffundieren. 


AuBer gepaarten Gallensiuren haben wir noch die folgenden 
hydrotropen Substanzen in den angegebenen Konzentrationén benutzt. 


Phenol-Na. 60% 
Benzoesaures Na... . 40°, 
Salicylsaures Na . 60%, 
Phthalsaures Na . 30°, 
Hippursaures Na. 50% 
Benzolsulfosaures Na . 30°, 
Naphthalineulfosaures Na . 25% 
Phenylessigsaures Na . 50% 
Zimtsaures Na... . 10° 


In den Diffusionsversuchen wurden 
II benutzt. 


die Lésungen der Tabelle I und 
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T abe lle II. 


Zur Lésung von J] eem wasserunléslicher Substanz nétiges hydrotropes 
Lésungsmittel in Kubikzentimeter. 





Lisungsmittel Anilin omeoma aldebna Chinolin da 
EE oe eos. 5 1c wee 2,0 25,0 0,5 2,0 15,0 
Benzoesaures Na. ...... 3,0 60,0 10,0 0.5 10,0 
Salicylsaures Na. ...... 1,0 30,0 1,0 1,0 3,0 
Phthalsaures Na. ...... 60,0*  100,0* 120,0 100,0* 10,0 
Hippurssures Na. ...... 15,0 50,0* 50,0* 5,0 5,0 
Benzolsulfosaures Na... . . 10,0 50,0*  100,0* 5,0 50,0* 
a-Naphthalinsulfosaures Na . . 10,0 50,0* 50,0* 4,0 10,0 
Phenylessigsaures Na... . . 3,0 50,0* 50,0* 1,0 5,0 
mamtenures Na... . 2... > 7,0 50,0" 50,0* 3.0 20,0 


In Tabelle II ist zusammengestellt, wieviel hydrotrope Substanz 
zur Lésung von 1 ccm wasserunléslicher Substanz nétig ist. Die wasser- 
unléslichen Substanzen wurden hier in derselben Weise angewendet 
wie in der ersten Versuchsreihe. 

Die Diffusionsversuche sind so ausgefiihrt, dab 15 ccm von den 
so gewonnenen Lésungen in die Hiilsen von der GréBe 16.100 mm 
kamen. Die auBere Fliissigkeit bestand aus derselben Lésung der hy- 
drotropen Substanz allein. Hierzu wurden 30cem gebraucht. Im 
Falle von Chinin und Diphenylamin haben wir die Innenfliissigkeit 
aus 5ccem der erwahnten Suspension mit je 10 ccm des hydrotropen 
Lésungsmittels hergestellt. Nach 8 Stunden wurde die Aubenfliissig- 
keit auf die Anwesenheit der gelésten Substanz untersucht. 

Gepaarte Gallensiuren haben Nitrobenzol nicht nur nicht lésen 
kénnen, sondern es war auch niemals eine Spur in der AuBenfliissig- 
keit nachweisbar. Ferner war bei den in der Tabelle II mit * bezeich- 
neten Substanzen die Reaktion der AuBenfliissigkeit ganz oder fast 
ganz negativ, und daran anderte sich auch nichts nach 12 Stunden. 

Der qualitative Nachweis der Substanzen in der AuBenfliissigkeit 
geschah mit den folgenden Reaktionen: 

1. Paraldehyd. Die AuBenfliissigkeit wurde mit Ather ausgeschiittelt, 

dieser verdampft. der Rest in etwas 50°,,igem Alkohol aufgenommen. 
Mit Nitroprussidnatrium und etwas Alkali wied die Léisung rot- 
gelb und entfarbt sich durch Essigsiure. 

2. Anilin. Mittels der Isonitrilreaktion. 

3. Benzaldehyd. Der atherische Fxtrakt wird verdampft, in wenig 

Alkohol gelést und dann die Phenylhydrazonreaktion ausgefiihrt. 

4. Chinolin. Mit Lugollésung braune Fallung, die in Salzséure un 

léslich ist. 


5. Nitrobenzol. Verdiinnte alkoholische Lésung, wird mittels Sn und 
HCl zu Anilin reduziert, die alkalisierte Lésung mit Ather extrahiert 
und das Anilin als solches nachgewiesen. 
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6. Campher. Nachweis wie beim Benzaldehyd. 
Cholesterin. Salkowski-Reaktion. 

8. Chinin. Thalleiochinreaktion. 

9. Strychnin. In konzentrierter Schwefelsiiure gelést; ein Kristill- 

chen K,Cr,O, erzeugt bei langsamer Bewegung blaue Streifen. 

10. Diphenylamin. Mit konzentrierter Schwefelsiure stark angeséiuert, 

dazu ein Tropfen Salpetersiure gibt blaue Farbung. 

Einige der untersuchten Substanzen sind in Wasser etwas léslich, 
so Anilin bis zu 3°, und Benzaldehyd bis zu 0,3°,. Sie hatten 
méglicherweise einfach infolge ihrer schwachen Wasserléslichkeit in 
die AuBenfliissigkeit gelangen kénnen. In Kontrollversuchen jedoch, 
in welchen diese Substanzen nur als wisserige Emulsion in die Diffusions- 
hiilse kamen, war innerhalb der angegebenen Zeit in der Aubenfliissig- 
keit keine oder nur eine viel schwachere positive Reaktion zu bemerken. 


In allen Fallen, wenn eine klare Lésung zu erhalten war, abgesehen 
von den bereits erwahnten Fallen, war auch eine Diffusion der gelésten 
Substanzen mittels dieser qualitativen Reaktionen nachweisbar. 


Hydrotrope Substanzen machen demnach die von ihnen ge- 
lésten Substanzen nicht nur wasserléslich, sondern in vielen Fallen 
auch diffusibel. 


III. Quantitative Diffusionsversuche. 


Um die Diffusion der erwihnten Substanzen nicht nur mit den 
zum Teil sehr empfindlichen qualitativen Reaktionen zu_ verfolgen, 
haben wir ihren Verlauf auch quantitativ verfolgt, indem wir die Kon- 
zentration der Innen- und AuBenfliissigkeit mit einem Fliissigkeits- 
interferometer (Zeiss-Pulfrich) untersuchten. Es wurde eine 5-mm- 
Kammer benutzt. Zum Vergleich wurde immer die Lésung der hydro- 
tropen Substanzen selbst verwendet, da alle Losungen stark gefiarbt 
waren und somit zum Vergleich destilliertes Wasser unbrauchbar war. 

In einigen Vorversuchen itiberzeugten wir uns davon, daB mit dieser 
Methode die Konzentrationen in geniigender Genauigkeit zu erhalten sind 
Z. B. Lésung von Anilin in salicylsaurem Na, verglichen mit derselben 
salicylsauren Na-Lésung ohne Anilin, gibt 926 Interferometereinheiten. 

Auf das Zweifache verdiinnt 463 anstatt 444 Einheiten. 
ws ,, Vierfache - 231 = 234 ” 
Achtfache = 116 ne 116 a 


Die Diffusionsversuche wurden ebenso ausgefiihrt wie in der 
vorigen Versuchsreihe. Am Anfang bestimmten wir den interfero- 
metrischen Wert der Innen- und Aubenfliissigkeit, und dann nach 
8 Stunden wieder. Das Verhaltnis der interferometrischen Einheiten 


gibt auch das Verhaltnis der Konzentrationen an. Wie aus Tabelle III 
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hervorgeht, lieB sich auf diese Weise der Verlauf der Diffusion sehr 
schén verfolgen, bzw. nachweisen, daB vielfach schon nach 8 Stunden 
ein vollstandiges Diffusionsgleichgewicht eintritt, d.h. Innen- und 
AuBenfliissigkeit geben denselben oder fast denselben  interfero- 
metrischen Wert. 

In der Tabelle III sind diese Resultate zusammengestellt.  Fiir 
den Anfang des Versuchs ist fiir die AuBenfliissigkeit kein Wert an- 
gegeben, weil diese ja identisch mit der Vergleichsfliissigkeit ist. Un- 
vollstandig war die Diffusion in 8 Stunden z. B. von Benzoesaure mit 
Paraldehyd oder Salicylsaure mit Anilin. Hier diirften grébere Kom- 
plexe bestanden haben, so daB nicht alle geléste Substanz auch diffusibel 
war. Die Versuche zeigen jedenfalls, daB es sich bei der Diffusion von 
hydrotrop gelésten Substanzen nicht nur um die Wanderung von 
Spuren handelt, sondern da alle oder ein grober Teil der gelésten 
Substanzen diffusibel geworden ist. 


IV. Fettlésung mitiels hydrotroper Substanzen. 

Ebenso wie die gepaarten Gallenséuren, so lésen auch andere 
hydrotrope Substanzen die Fettsiuren. Unter den untersuchten Sub- 
stanzen fanden wir diese Eigenschaft bei benzoesaurem Na, Phenol-Na 
und salicylsaurem Na. 

Gibt man zu einer 5°,igen alkoholischen Olsdurelésung die fiinf- 
fache Menge destillierten Wassers und zu 2ccm der entstehenden 
Emulsion von den hydrotropen Substanzen in den erwahnten Lésungen 
soviel, bis die Lésung sich klart, so braucht man 


von benzoesaurem Na 18 ccm 


oo MuOpleupem. Na...... lt ,, 


a Se A ce we DE we 


Behandelt man die Olsaurelésung dagegen mit Phthalsiure, 
z-Naphthalinsulfosaure, Hippursaure,’ Benzolsulfosiure, Phenylessig- 
siure und Zimtsaure bzw. deren Na-Salzen, so klart sich die Olsiure- 
emulsion nicht, im Gegenteil, die Triibung wachst und es entsteht ein 
klebrig-flockiger Niederschlag. 

Bei der Lésung der Fettséure durch die erwahnten drei hydro- 
tropen Substanzen kann es sich héchstens beim Phenol-Na um 
Seifenbildung handeln, denn die Wasserstoffionenkonzentration 


salicylsaure Na-Lésung . ..... . PH 7,0 
benzoesaure Na-Lésung. .... . . po = 7,4 
phenolsaure Na-Lésung. . ..... pH> 12 


bleibt bei ersteren unterhalb des Wertes, wo nach Jarisch (11) eine 
Seifenbildung stattfinden kann. 
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Aus allen diesen Beobachtungen folgt, was iibrigens schon aus 
Neubergs Angaben hervorgeht, daB die hydrotrope Wirkung nicht 
allgemein ist, sondern bei jeder hydrotropen Substanz sich nur auf 
gewisse wasserunlésliche Substanzen bezieht. Ob diese spezifisch: 
Lésungsfahigkeit in jedem Falle mit der Bildung von Verbindungen 
wie die von Neuberg kristallisierten Verbindungen von Phenol-Na mit 
Cyklohexanol oder von p-toluolsulfosaurem Na mit Anilin — verbunden 
ist, kann auf Grund der zur Verfiigung stehenden Resultate nicht 
entschieden werden. In dieselbe Gruppe gehéren die Wielandschen (10 
Verbindungen der ungepaarten Gallensiuren mit den Fettsauren. 


V. Diffusionsversuche mit Organextrakten. 


Auf Grund unserer Versuche mit gepaarten Gallensiuren haben 
wir wohl eine Erklarung dafiir, wie Fette in die Darmepithelzellen 
kommen, nicht aber dafiir, wie das neutrale Fett weiter aus den Zellen 
heraus und in andere Kérperzellen hineingelangt. Es scheint méglich, 
daB bei dem Wandern der Fette auch andere hydrotrope Substanzen als 
Gallensaure eine Rolle spielen kénnen. Manche der erwihnten hydro- 
tropen Substanzen kénnten im Kérper vorkommen und kénnten dann 
nicht nur beim intermediaren Stoffwechsel, sondern auch beim Ein- 
und Auswandern anderer, an sich unléslicher Substanzen durch die 
Zellwand eine Rolle spielen. 


Um iiber die Anwesenheit solcher hydrotropen Substanzen Anhalts- 
punkte zu gewinnen, haben wir versucht, aus Organen derartig wirkende 
Substanzen zu extrahieren. Wir haben deshalb aus verschiedenen 
Organen von 5 Hunden und 5 Kaninchen wasserige Extrakte gemacht 
und mit diesen versucht, wasserunlésliche Substanzen in Lésung zu 
bringen und speziell deren Diffusibilitaét untersucht. Als solche wahiten 
wir wegen ihrer leichten Nachweisbarkeit Chinin und Diphenylamin. 
Die Extrakte wurden so hergestellt, daB wir die Organe der Tiere sofort 
nach ihrer Tétung mit Quarzsand fein verrieben, dann mit der zehn- 
fachen Menge destillierten Wassers eine halbe Stunde schiittelten und 
abzentrifugierten. Die Extrakte aus der Darmschleimhaut wurden 
so hergestellt, daB der Darm erst griindlich ausgewaschen, dann der 
Lange nach aufgeschnitten und die Schleimhaut mit einem Objekttrager 
abgeschabt wurde. Die weitere Aufarbeitung war dieselbe wie oben. 

Ferner haben wir auch Versuche mit Darmsaft gemacht, der bei 
Hunden so gewonnen wurde, daB bei einem mit Ather narkotisierten 
Tiere eine Dacmschlinge zuerst ausgewaschen, dann 5°,ige Koch- 


salzlésung in die Darmschlinge injiziert und diese auf 30 Minuten 
wieder in die Bauchhéhle versenkt wurde. Nun wurde sie entleert, 
und mit dem so gewonnenen Darmsaft Diffusionsversuche angestellt 
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Die Ausfiihrung der Diffusionsversuche war dieselbe wie in den 
friheren Versuchsreihen. 


Wir erhielten eine deutliche Diffusion der unléslichen Substanzen 
mit der Auswaschflissigkeit des Darmes. Das kénnte eventuell mit ihrem 
Gehalt an Gallenséuren, die natiirlich vorhanden gewesen sein miissen, 
zusammenhangen. Aber auch mit Darmsaft und ferner, allerdings weniger 
stark, mit Darmschleimhautextrakten war die Reaktion ausgesprochen 
positiv. Schwach positive Resultate erhielten wir auBerdem nur noch 
mit Blutserum, Fettgewebe und wenig deutlich mit Milz. Setzt man die 
Versuche noch langer fort, bis zu 24 Stunden, so erhalt man immer 
positive Resultate. Um mdgliche Irrtiimer auszuschlieBen, haben wir 
den zeitlichen Verlauf der Diffusion verfolgt. In allen positiven Fallen 
war das Resultat schon nach 1 Stunde deutlich und nach 6 Stunden 
stark positiv. In saimtlichen Versuchen wurde auBerdem die Durch- 
lassigkeit der benutzten Diffusionshiilsen in Kontrollversuchen jedesmal 
kontrolliert. Innerhalb 6 bis 12 Stunden war das Resultat in diesen 
Kontrollversuchen immer negativ. 


Tabelle IV. 


Diffusion von Diphenylamin bei Lésung in Organextrakten usw. 





Probeentnahme, Stunden nach Anfang der Diffusion 


1 2 3 6 12 24 


Auswaschtfliissigkeit des Darmes. +- + 1 t+ 
Ne oe we me +=— + + ++ 
ee — + T ae | 
a a ~- - -+— 
Muskelgewebe ........ — 

Pe a er — — ii 

ts | be ale ke eee er _ - — 
Pr ee Oe ae eee — - — 
EE ee a re +-— - 
Darmschleimhaut ....... +#——4 - r= 
Hamolysierte rote Blutkérperchen — - - 
NS a ee ge vai 6, Ses ol —_ _— _ 


Man kénnte daran denken, da® in allen jenen Fallen, in welchen 
eine positive Reaktion nachweisbar war, mdéglicherweise in den Organ- 
Extrakten Gallensiuren vorhanden waren, welche diese Wirkung gehabt 
haben kénnten. Um das zu untersuchen, haben wir die Extrakte 3 Tage 
lang gegen destilliertes Wasser dialysiert und die AuBenflissigkeit 
alle 12 Stunden gewechselt. Gegen Bakterienwirkungen schiitzten wir 
uns mit Toluol. Die gesammelten Dialysate wurden im Vakuum auf 
das urspriingliche Volumen konzentriert und mit diesen Loésungen 


wieder Diffusionsversuche mit Diphenylamin gemacht. Nach 6 Stunden 
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hatten wir immer positive Resultate. Die wirksame hydrotrope Sub- 
stanz war also im Dialysat vorhanden. Sie gab jedoch keine Petten- 
kofer-Reaktion auf Gallensiure. Der Einwand, da®B die Gallenséiuren 
in so geringen Konzentrationen vorhanden gewesen sein konnten, 
daB sie nicht nachweisbar waren, aber trotzdem hydrotrop gewirkt 
haben, kénnen wir mit dem Versuch der Tabelle V widerlegen. Es geht 
daraus hervor, daB bei einer Konzentration der Gallensiuren von 
0,0001°,, wobei diese noch sehr gut nachweisbar_ sind, keine 
Beeinflussung der Diffusion von Diphenylamin mehr erfolgte. Es 
kann sich also in unseren Extrakten nicht um Gallensiuren gehandelt 
haben. 
Tabelle V. 
Nachweisbarkeit und hydrotrope Wirkung von Glykocholsaure 
auf die Diffusion von Diphenylamin. 





Diphenylaminreaktion, é 
Stunden nach Anfang der Diffusion Pettenkoffer- 
gnchiidgiasiiceaninas ; a dence shies seenahaeatesinaets Reaktion 
Po 1 2 3 iH 


Konzentration 
der Gallens&ure 


0,05 Gis og 4 rr 4 
0,025 ws on Fa 44 i 
0,010 — . wb ms ae 3 
0,005 sins ere + é ad 
0,002 5 _ = ee = Neer WB aes 44 
0,001 0 ia i sian b ips So 4 
0,000 5 ae epee ie Sener ie aes 
0,000 25 a sa . Stew 4 4 
0,000 10 — en me jie . + 
0,000 05 eel ‘as “ we 4 
0,000 025 seis a me ue 4 
0,000 010 ini jie ‘ay ins 4 


Es gelang uns demnach, in den Extrakten der Darmschleimhaut, 
sowie im Darmsaft hydrotrope Sub&’tanzen nachzuweisen, die bei der 
Lésung, Diffusionsfahigmachung und somit der Resorption wasser- 
unléslicher Substanzen eine Rolle spielen kénnen. Auch in Milz-, Blut- 
und Fettgewebsextrakten waren Spuren solcher Substanzen nachweisbar. 


Zusammenfassung. 


1. Die hydrotrope Lésungsfahigkeit der gepaarten Gallensauren er- 
streckt sich auBer auf die Fettsiuren auch auf andere wasserunlésliche 
Substanzen, z. B. Chinolin, Campher, Diphenylamin, Cholesterin usw. 

2. Durch hydrotrop wirkende Salze wird nicht nur die Wasser- 
léslichkeit der aufgelésten Substanz erhéht, sondern sie sind dabei in 
der Lésung in hoher Dispersitaét, in diffusibler Form vorhanden. 

3. Die Hydrotropie ist nicht von allgemeiner Natur. So kénnen 
z. B. Fettséuren nicht von simtlichen hydrotropen Salzen in Lésung 
gebracht werden. 
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4. Auf Grund von Diffusionsversuchen wird gezeigt, daB einige 
Organe hydrotrope Substanzen enthalten, die keine Gallensiure sind. 
Damit kénnte der Kreislauf von wasserunléslichen Substanzen im 
Organismus erklart werden. Besonders kann die hydrotrope Wirkung 
des Darmsaftes eine Rolle bei der Resorption wasserunléslicher Sub- 
stanzen spielen. 
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Weitere Untersuchungen iiber die Wirkung yon Bilirubin auf 
die Zahl der roten Blutkérperchen. 


Von 
F. Benesik, A. Gaspar, F. Verzar und A. Zih. 


(Aus dem Physiologischen und allgemein-pathologischen Institut der 
Universitat in Debreczen.) 


(Eingegangen am 22. Juni 1930.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In verschiedenen Mitteilungen haben Verzdr und Zih! gezeigt, 
daB Bilirubin bzw. damit verwandte Substanzen, per os oder subkutan 
verabreicht, eine starke Wirkung auf die Rote-Blutkérperchen-Zahl 
haben. Kleine Dosen wirken stark erythropoetisch; grobe Dosen 
kénnen umgekehrt zu einer Erythropenie fiihren. Letzteres ist  be- 
sonders bei Tieren mit schon an sich hoher Rote-Blutkérperchen- 
Zahl der Fall. 


Diese an Kaninchen ausgefiihrten Versuche sind zuerst von den 
Autoren selbst, dann auch von Hollés und Weiss? beim Menschen be- 
statigt worden. Neuerdings hat F. Kerti und F. Stengel? an Mausen 
nur Erythropenie nach Bilirubingaben gesehen. Wir gehen auf ihren 
Befund weiter unten ein. Sie haben 0,025 bis 0,7 mg per os gegeben 
und damit die Grenze iiberschritten, bei welcher bei diesen kleinen 
Tieren die Erythropoese zustande kommt. 


Verzadr und Zih! haben darauf hingewiesen, daB das Bilirubin, 
welches aus dem Hamoglobin der fortwaihrend zerfallenden roten Blut- 
kérperchen gebildet wird, als Hormon der Rote-Blutkérperchen- Bildung 
betrachtet werden kann, weil es scheint, daB jede Ubertretung der 


1 Diese Zeitschr. 205, 388, 402, 1929; Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 68, 
475, 1929; Endokrinol. 1, 87, 1928; 3, 51, 1929. 

2 Orvosi Hetilap 1928, 1087. 

3 Klin. Wochenschr. 1929. 
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normalen Konzentration dieser Substanz im Blute zu _ einer Ver- 
schiebung der Blutbildung fiihrt. 

Nun konnte gegen die bisherigen Versuche der eine Einwand 
erhoben werden, daB sie alle an Kaninchen gemacht sind (abgesehen 
von den wenigen Versuchen an Menschen)!. Es war deshalb sehr 
wiinschenswert, daB die Wirkung von Bilirubin auch an anderen Tier- 
arten untersucht wirde. Wir haben darum die Wirkung von Bilirubin 
auf Ratten und Mause untersucht. Das Arbeiten an kleinen Tieren 
hat den groBen Vorteil, daB nur geringe Quantitaéten des kostspieligen 
und oft nur schwer zuganglichen Bilirubins nétig sind. Auf diese Weise 
war es uns mdéglich, Fiitterungsversuche mit Bilirubin monatelang 
durchzufiihren, was mit groBen Tieren nicht méglich gewesen ware. 
tote-Blutkérperchen-Zahlungen an diesen kleinen Tieren sind bei ent- 
sprechender Technik leicht durchfiihrbar. 

Ein Einwand gegen unsere Auffassung, daB die Wirkung des Bili- 
rubins auf die Zahl der roten Blutkérperchen der Ausdruck einer 
wirklichen Blutbildung sei, kénnte noch gemacht werden. In allen Fallen, 
wo sich auf einen gewissen Reiz die Zahl der roten Blutkérperchen 
rasch andert, kann man daran denken, da®B es sich dabei nur um 
die Ausschiittung von Reserven handelt. Nun war allerdings gezeigt 
worden, daB die Milz bei der Bilirubinwirkung keine Rolle spielt. Aber 
es war immerhin noch méglich, daB die Zunahme der roten Blutkérperchen 
aus Reservoiren des Knochenmarks stammt und daB es sich also um 
keine Neubildung handelt. Dieser Einwand muB fortfallen, wenn es 
gelingt, die Zahl der roten Blutkérperchen nicht nur voriibergehend, 
sondern wahrend langer Zeit hoch zu halten. In unseren bisherigen 
Versuchen haben wir immer nur die Wigkung einer Dosis untersucht. 
Jetzt gingen wir tiber zur Wirkung von monatelangen Bilirubingaben. 

Anderungen in der Zahl der roten Blutkérperchen kénnten ferner 
auch noch dadurch zustande kommen, da das Blut sich eindickt bzw. 
verdiinnt, durch Ein- bzw. Austreten von Fliissigkeit in die Gewebe. 
Um diesen nicht sehr wahrscheinlichen Einwand zu_ kontrollieren, 
haben wir Refraktionsbestimmungen am Serum gemacht. Jede Kon- 
zentrationsanderung hatte sich am Refraktionswert gezeigt. 

Wir teilen die folgenden Versuche in vier Gruppen ein: 1. Versuche 
an Mausen, 2. Versuche an Ratten, 3. Chronische Wirkungen, 4. Re- 
fraktometrische Bestimmungen. 


' Kaninchen haben tatsachlich den Nachteil, der allerdings bei unseren 
Versuchen oft gerade ein Vorteil wurde, daB die Rote Blutkérperchen-Zah| 
der verschiedenen Individuen sehr verschieden ist. Dab’ man aber auch an 
Kaninchen unter konstanten Verhaltnissen, besonders bei gleicher Nahrung, 
sehr konstante Resultate erhalt, haben die Versuche von Zih (l. ¢.) ge- 
niigend bewiesen. 
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Versuche. 
1. Versuche an Mdusen (siehe Abb. 1). 


An Mausen ist Versuch | bis 5 durchgefiihrt. Das Bilirubin wurde 
den Tieren per os eingegeben. Von einer Bilirubinlésung in n/100 
NaOH wurde die entsprechende Menge mit Milch gemischt, in etwas 
Brot aufgesaugt und morgens als erstes Futter gegeben. Die Tiere 
haben es immer quantitativ aufgefressen. Benutzt wurden aus- 
gewachsene Mause von etwa 23g Kdérpergewicht. Ihre Ernahrung 
bestand aus Milch, Brot und Mais. Die Rote-Blutkérperchenzihlung 
wurde mit der Biirkerschen Kélbchenmethode ausgefiihrt. Das Blut 
wurde aus dem Schwanz entnommen, und zwar zu jeder Zahlung 
5cmm. 
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6500 
Abb. 1. 


Bei Tier Nr. 1 steigt auf 0,02 mg Bilirubin die Rote-Blutkérperchen- 
Zahl von 8 auf 8,9 Millionen und sinkt innerhalb vier Tagen wieder 
auf den Ausgangswert. Bei Tier Nr. 2 und 3 steigt nach 0,01 bzw. 
0,025 mg ebenfalls schon nach 24 Stunden die Rote-Blutkérperchen- 
Zahl um 750000 bzw. 1300000 und erreicht nach weiteren 24 Stunden 
wieder den Normalwert. 

Bei Tier Nr. 4 sind zwei verschiedene Dosen angewandt. Zuerst 
gaben 0,015 mg die auBerordentlich groBe Steigerung von 2,6 Millionen, 
ein Wert, der schon nach 24 Stunden erreicht war. Dagegen hat die 
bedeutend gréBere Dosis von 0,1 mg nur eine Zunahme von 600000 
bewirkt. Schon hier zeigt sich also, daB gréBere Dosen eine um- 
gekehrte Wirkung haben. Das ist nun ganz deutlich im Versuch 5. 
Bei diesem Tiere haben 0,02 mg Bilirubin ebenfalls eine Steigerung von 
2500000 bewirkt. Die zehnfache Menge jedoch, 0,2 mg, gab eine 
Senkung der Rote-Blutkérperchen-Zahl um 1,5 Millionen unter den 
normalen Wert. 

Dieselbe GesetzmaBigkeit also, die wir bei allen unseren friiheren 
Versuchen gesehen haben, daB kleine Dosen erythropoetisch, grobe 
Dosen erythropenisch wirken, zeigt sich auch hier. Wir kénnen demnach 
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die Ergebnisse von Kerti und Stengel nur insoweit bestatigen, dab 
groBe Dosen tatsachlich erythropenisch wirken. Im Gegensatz zu ihnen 
zeigt sich aber, daB auch bei Mausen Bilirubin ein miachtiger Reiz 
fiir die Rote-Blutkérperchen-Bildung ist, wenn man es in geniigend 
kleinen Dosen verwendet. Es ist natiirlich méglich, daB bei gewissen 
Tieren unter besonderen Resorptionsbedingungen die Grenzen ver- 
schoben werden. 


2. Versuche an Ratten (siehe Abb. 2). 


In den nichsten Versuchen wurden weiBe Ratten (Mus norvegicus) 
benutzt. Das Bilirubin wurde ebenso verfiittert wie in der vorigen 
Versuchsreihe. Die taglichen Blutkérperchenzihlungen wurden mit 
25emm Blut, welches aus dem Schwanz entnommen wurde, durch- 
gefiihrt. 
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Abb. 2. 
2mm der Abszisse entspricht 1 Tag 


Bei Tier Nr. 6 ist nach 1 mg Bilirubin in 48 Stunden die Rote-Blut- 
kérperchen-Zahl um 850000 gestiegen. Nach 3 Tagen waren wieder 
Normalwerte erreicht. Ahnliches zeigt Versuch 7, wo nach 1,5 mg Bili- 
rubin die Steigerung um 700000, und Versuch 8, wo auf 2 mg eine 
Steigerung um 950000 zustande kam. 


Bei Ratten sieht man oft, daB nach einer Steigerung Senkungen 
folgen. Bei Tier Nr. 9 war zuerst eine Zunahme zu sehen nach 2 mg; 
als dann taglich 0,25 mg weiter gegeben wurden, kam eine geringe 
Senkung der roten Blutkérperchen zustande. In Versuch 10 sind nach 
einer einmaligen Dosis von 1,2 mg diese Schwankungen recht deutlich, 
und in Versuch 11 und 12 nach wiederholten Dosen auch sehr aus- 
gesprochen. In Versuch 12 bewirkten 2 mg einen starken Abfall, der 
auch durch wiederholte kleinere Dosen nicht aufgehalten werden 
konnte. Bei diesem Tiere sank die Rote-Blutkérperchen-Zahl nach 
2 mg Bilirubin um 1900000 und bei Tier Nr. 13 durch 2,5 mg Bilirubin 
um 1850000. 


19* 
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Wie man sieht, reagieren die Ratten ziemlich individuell. Kleine 
Dosen von | bis 2 mg erhéhen im allgemeinen die Zahl der roten Blut- 
kérperchen, aber schon dieselben oder nur wenig gréBere Quantitéten 
kénnen bei anderen Tieren schon groBbe Senkungen der Rote-Blut- 
kérperchen-Zahl verursachen. Die groBe Wirkung von Bilirubin auf 
die Rote-Blutkérperchen-Zahl ist zweifellos und ebenso die zweifache 
Wirkung, die wir ja immer wieder gefunden haben. Es scheint, daB so- 
bald durch eine zu groBe Dosis bzw. andere Bedingungen die Bilirubin- 
konzentration im Blute iiber gewisse Grenzen steigt, es zu einer 
Senkung der Rote-Blutkérperchen-Zahl kommt. 


3. Chronische Wirkungen (siehe Abb. 3). 


Es gelang uns, mittels Fiitterung von sehr kleinen Bilirubinmengen, 
namlich 0,05 bis 0,1 mg Bilirubin pro Tag, welches in der oben erwahnten 
Weise zur Nahrung der Tiere gemischt wurde, bei Ratten die Rote- 
Blutkérperchen-Zahl monatelang wesentlich zu erhéhen. Diese Versuche 
sind an insgesamt vier Ratten ausgefiihrt, mit welchen zusammen 
gleichzeitig zwei andere Tiere als Kontrolle unter genau denselben 
Bedingungen gehalten und ebenfalls jeden dritten Tag auf ihre Rote- 
Blutkérperchen-Zahl untersucht wurden. Alle benutzten Tiere waren 
Mannchen von etwa 250g Koérpergewicht, aus derselben Zucht. Beiden 
zwei normalen Tieren Nr. 18 und 19 blieb waihrend 3 Monaten die Rote- 
Blutkérperchen-Zahl sehr konstant um 8 Millionen herum und zeigte 
héchstens Schwankungen von maximal 500000. Gewoéhnlich waren 
aber die alle 3 Tage bestimmten Werte in ganz engen Grenzen, innerhalb 
etwa 100000, gleich. Diese Kontrollversuche geben uns auch eine wich- 
tige Unterlage fiir alle Blutkérperchenzihlungen an Ratten und zeigen, 
wie gut diese Tiere zu solchen Versuchen verwendbar sind. 

Gleichzeitig mit diesen Kontrolltieren erhielt Ratte Nr. 14 taglich 
0,05 mg Bilirubin!. Die Rote-Blutkérperchen-Zahl betrug normal 
7,7 Millionen. Sie stieg rasch auf 8,75 Millionen und dann im Laufe 
der Monate bis 10,3 Millionen und war 9,5 Millionen, als wir das Tier 
nach 96 Tagen téteten. Seine Organe werden histologisch untersucht. 
Bei Ratte Nr. 15 gaben wir taglich 0,1 mg Bilirubin. Die Rote-Blut- 
kérperchen-Zahl erhéhte sich von 7,5 Millionen auf 9 Millionen und 
blieb mit geringen Schwankungen 80 Tage lang auf dieser Héhe. Dann 
hérten wir mit den Bilirubingaben auf, und bereits nach 5 Tagen hatte 
das Tier wieder nur noch 7,5 Millionen rote Blutkérperchen und diese 
Zahl blieb in der nachsten Zeit konstant. Es ist sehr interessant, wie 
rasch die Bilirubinwirkung wieder verloren geht und wie die Rote-Blut- 
kérperchen-Zahl, nachdem sie monatelang so hoch war, wieder auf den 


1 Anm. bei der Korrektur: In Kurve Abb. 3 Nr. 14 muB anstatt 0,5 mg 
0,05 mg stehen. 
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Ausgangswert zuriicksinkt. Bei Ratte Nr. 16 ist in Ubereinstimmung 


m 


it den vorigen, nach taglichen Bilirubingaben von 0,1 mg, die Rote- 


Blutkérperchen-Zahl von 8,4 auf 9,15 Millionen gestiegen und blieb auf 
dieser Héhe wahrend eines Monats; dann wurde das Tier getétet zwecks 


hi 


stologischer Aufarbeitung. Tier Nr. 17 reagierte weniger gleichmaBig. 
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Abb. 3. 2mm der Abszisse entspricht 1 Tag. 


Es wurden taglich 0,05 mg gefiittert. Ziemlich groBe Schwankungen 
entstanden mit einer konstanten Tendenz zur Erhéhung der Rote- 
Blutkérperchen-Zahl, die endlich nach 80 Tagen eine Zunahme von mehr 
als 1 Million zeigte. Als dann die Bilirubingaben eingestellt wurden, 
nk auch hier sofort wieder die Rote-Blutkérperchen-Zah!l auf den 
Ausgangswert. 


8a 





284 F. Bencsik, A. Gaspar, F. Verzar u. A. Zih: 


Ahnlich verlief ein Versuch bei einer Maus (Nr. 20), die ebenfalls 
3 Monate lang taglich 0,005 mg Bilirubin erhielt. Zuerst erhéhte sich 
die Rote-Blutkérperchen-Zahl um | Million, dann traten aber wiederholt 
groBe Schwankungen ein. Erst im letzten Monat war die Rote-Blut- 
kérperchen-Zahl konstant um 9 Millionen. 

Aus allen diesen Versuchen geht hervor, daB mittels taglicher 
Gaben von Bilirubin die Zahl der roten Blutkérperchen konstant, in 
unseren Versuchen bis nahezu 4 Monate lang (das ist der zehnte Teil 
eines Rattenlebens), um 1 bis 3 Millionen vermehrt werden kann. Es 
ist wohl ausgeschlossen, daB es sich dabei um die Entleerung von 
Reserven handeln kénnte; wahrend dieser Zeit wird die ganze Blut- 
menge auf- und abgebaut, aber auf einem hdéherem Niveau ais friiher. 


4, Refraktometrische Untersuchungen. 


Um gegen den oben erwihnten Einwand, daB es sich bei den plétz- 
lichen Anderungen der Rote-Blutkérperchen-Zahl nur um Anderungen 
der Blutkonzentration handeln kénnte, gesichert zu sein, haben wir, 
wie schon oben angegeben, refraktometrische Versuche ausgefiihrt. 


Das Blut wurde bei Ratten aus dem Schwanz entnommen und in eine 
diinne Kapillare eingesaugt. Diese war bereits vorher an ihren beiden 
Enden in einem Mikrobrenner noch feiner ausgezogen worden, damit sie nach 
der Fiillung momentan in einer Bunsenflamme zugeschmolzen werden konnte. 
Das gelingt auf diese Weise, ohne daB das Blut in der Kapillare im geringsten 
erwirmt wird. Die Kapillare wird zugeschmolzen, damit von dieser kleinen 
Blutmenge nichts verdunstet und wird nun zentrifugiert. Das Serum lést 
sich ab. Die Kapillaren miissen vollstandig rein sein. Geht man so vor, so 
erhalt man immer klares Serum. Wir haben dieses mit dem Pulfrichschen 
Eintauchrefraktometer mit Prisma untersucht. 


Tabelle. 
t 


Einflu8 von Bilirubin auf die Zahl der roten Blutkérperchen und den 
refraktometrischen Wert des Serums. 





Zahl der roten Blut- Refraktometerwert 





Versuch | Reaperehen in Millionen niieebin- a oe 
Nr vorher nachher vorher nachher 
21 8,40 9,40 55 56 5 Tage lang 


taglich 0,1 mg 


22 8,42 9,15 56,7 56 5 Tage lang 

23 852 7,82 56 558 iy —F 

25 S48 <3 x , 575 | einmal 2 mg 

5° Sa 7'58 56 56 3 Monate lang | $s. Abb. 3 
17* 9,68 8,41 55 54.5 yp matagied s. Abb. 3 


taglich 0,05 mg 
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In der Tabelle sind die refraktometrischen Werte und gleichzeitig 
die Rote-Blutkérperchen-Zahl bei acht Tieren vor und nach der Bili- 
rubinbehandlung angefiihrt. Es ist klar, daB die refraktometrischen 
Werte sich nicht andern, wenn auch die Rote-Blutkérperchen-Zahl sehr 
wesentlich verschoben wird. Sie stieg in Versuch 21, 22, 24. Sie sank 
durch groBe Bilirubindosen in Versuch 23, 25, 26. In Versuch 15 und 
17 handelt es sich um dieselben Tiere, bei welchen nach monatelangen 
Bilirubingaben die Rote-Blutkérperchen-Zahl hoch war und nach Auf- 
héren der Bilirubinfiitterung sich stark verminderte. In keinem Falle 
zeigten sich Anderungen der Refraktion. 

Es ist damit klar, daB weder die Erythrocytose, noch die Erythro- 
penie nach Bilirubin irgendwie von einer Konzentrationsanderung 
im Serum begleitet wird. Auch das ist ein weiterer Beweis dafiir, daB 
Bilirubin tatsichlich zu einer Erythropoese (und in grofben Dosen 
zu einer Erythropenie) fiihrt, durch Beeinflussung der Bildung der 
roten Blutkérperchen. 


Zusammenfassung. 


1. Bei Mausen gelingt es regelmaBig, durch einmalige Gaben von 
0,01 bis 0,02 mg Bilirubin Erythropoese zu erzielen. GréBere Dosen 
(0.2 mg) geben umgekehrt Erythropenie. 

2. Dasselbe gelingt auch an Ratten. 1 bis 2 mg wirken erythro- 
poetisch, oberhalb 2 mg schon erythropenisch. 

3. Mittels taglicher Fiitterung von sehr geringen Dosen von Bili- 
rubin (0,005 mg bei Mausen, 0,05 bis 0,1 mg bei Ratten) kann man die 
Zahl der roten Blutkérperchen monatelang sehr wesentlich erhdhen. 
Hoért man mit der Fiitterung auf, so sinkt sie wieder auf den Ausgangs- 
wert zuriick. 

4. Wenn durch Bilirubin die Zah] der roten Blutkorperchen geandert 
wird, so andert sich dabei der refraktometrische Wert des Blutserums 
nicht. , 

5. Sowohl daraus, daB die Bilirubinwirkung auBer an Kaninchen 
und Menschen nun auch an Maus und Ratte nachgewiesen ist und dab 
sie sich iiberall so abspielt, daB kleine Dosen erythropoetisch und groBe 
Dosen umgekehrt wirken, ferner daraus, daB es gelungen ist, konstante, 
monatelange Erhéhungen der Rote-Blutkérperchen-Zahl zu erreichen, 
und daB sich die Serumkonzentration dabei nicht andert, folgt, daB das 
Bilirubin tatsachlich eine machtige Wirkung auf die Rote-Blut- 
kérperchen-Bildung hat. Wir sehen darin Stiitzen unserer Annahme, 
daB das Bilirubin, welches fortwahrend beim Blutzerfall gebildet wird, 
ein wesentlicher Regulator der Rote-Blutkérperchen-Zahl ist. 





Die Stérung der Resorption bei Mangel an Vitamin B. 


Von 
G. Gal. 
(Ausgefiihrt unter Leitung von Professor F’. Verzdar.) 


(Aus dem Physiologischen und allgemein-pathologischen Institut der 
Universitat in Debreczen.) 


(Eingegangen am 22. Juni 1930.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Verlauf der B-Avitaminose zeigen sich verschiedene Stérungen 
der Funktion des Darmtraktes. Schon Mc Carrison hat histologische Ver- 
anderungen der Darmstruktur beschrieben, und es ist bekannt, dab 
diese Avitaminose mit starker Abmagerung und bei Tauben auch mit 
einer Lahmung der Kropfmuskulatur einhergeht. Ich habe deshalb 
untersucht, ob sich bei Ratten, wenn diese ohne Vitamin B ernahrt 
werden, Stérungen der Resorption und eventuell der Motilitat des Darm- 
traktes zeigen und ob diese durch B-vitaminreiche Nahrung aufzu- 
heben sind. 

Die Resorptionsversuche sind nach der Methode von Cori!, mit 
welcher wir? schon friiher gute Resultate hatten, ausgefiihrt. Ich habe 
die Resorption von Zucker sowie von EiweiB untersucht, und zwar 
beides sowohl an normalen als auch an avitaminésen Tieren. Zum SchluB 
wird iiber réntgenologische Untersuchungen iiber die Entleerungszeit 
des Magens bei diesen Tieren berichtet. 


1. Resorption von Glucose. 
Methodik. 


Alle meine Tiere haben vor dem Versuch 24 Stunden gehungert. Dann 
wurden sie gewogen und erhielten mittels Magensonde und Pravaz-Spritze 
2,5 cem 25% ige Glucose. Diese wurde in jedem Fall besonders auf ihre 
Konzentration bestimmt. Nun brachten wir die Tiere fiir genau eine Stunde 
an einen dunklen, ruhigen Ort, und dann wurden sie mit Kopfschlag getétet. 
Nun wurde sofort die Bauchhdéhle geéffnet, Kardia und Pylorus unterbunden, 


1 C. Cori, Proc. of the soc. f. exp. Biol. and Med. 22, 99, 1925. 
2 Diese Zeitschr. 205, 380, 1929. 
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dann besonders der ganze Diinndarm unterbunden und der Inhalt des 
Magens sowie des ganzen Diinndarms gesondert in ein Becherglas entleert 
und die Organe griindlich ausgewaschen. Der Darm wurde dreimal mit je 
10 cem destilliertem Wasser ausgespritzt. Die EnteiweiBung der Fliissig- 
keiten geschah mittels Zinksulfat in heiBem Wasserbad. Die weitere Be- 
stimmung des Zuckers geschah nach Hagedorn-Jensen. 

Die vitamin-B-freie Diat, auf welcher die Tiere gehalten wurden, 
war die folgende: Casein 18°, (mit Alkohol gereinigt ), Starke 56°, , Schweine- 
fett (ausgeschmolzen, filtriert) 20°,, Lebertran 4°, Salzgemisch 2°,,. 

Normal gefiitterte Tiere erhielten unsere gewéhnliche Rattennahrung: 
Brot, Milch, Mais und Kartoffel. 

Die vitamin-B-freie Nahrung fraBen unsere Tiere zuerst quantitativ. 
Nach zwei Wochen fraBen sie aber immer weniger und weniger, nach 25 bis 
30 Tagen schon fast nichts. Zuerst nahm ihr Gewicht zu, dann immer 
mehr ab. Das Gewicht der Tiere wurde wéchentlich gemessen, die Gewichts- 
kurven zeigt Abb. 1. 
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Abb. 1. Ordinate: g Kirpergewicht; Abszisse: Wochen. 
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Tabelle I zeigt die Resultate der Zuckerresorption bei vier normalen 
Tieren. Auf 100 g Kérpergewicht berechnet (nach Cori, 1. c.), wurden 
bei diesen Tieren pro Stunde 219 mg Glucose resorbiert. Die absolute 
Quantitat betrug im Mittel 357 mg. 


Tabelle I. 
Glucoseresorption bei normalen Ratten. 





Ein- Gefunden Gefunden Resor- 


Ver- op |Versuchs-) gown regebene Resor- biert 

such Hunger zeit Gewicht — one — biert oe ae " 
Nr. Std. Min. g mg mg mg mg mg 
1 24 60 165 624 224 36 364 | 220 
2 24 60 193 548 68 20 469 | 238 
| 24 60 159 556 180 44 332 |} 209 
4 24 60 129 624 260 82 272 | 210 
Mittel: 357 219 


Ganz anders gestalten sich die Verhaltnisse bei den Tieren, die 
auf einer vitamin-B-freien Nahrung gehalten waren (Tabelle II). Hier 
sind im Mittel von sieben Versuchen pro 100 g Kérpergewicht nur 88 mg 


resorbiert worden, im ganzen durchschnittlich 154 mg. Die Resorption 
der Glucoselésung innerhalb einer Stunde hat also bei diesen Tieren 





nur etwa den dritten Teil der normalen Resorption erreicht. 


Tabelle II. 
Glucoseresorption bei ohne B-Vitamin ernéhrten Ratten. 











Gewicht 2 = 

= ™ des Tieres © S gs 

= Fie E = 3 
Nr Std. Tage Min. g | g mg mg mg mg mg 
5 24 29 60 | 190 160 632 446 116 70 43 
6 24 30 60 242 190 632 250 192 190 100 
7 24 36 60 208 153 600 408 54 138 90 
8 24 36 60 129 120 600 366 122 112 93 
9 24 38 60 218 190 552 252 44 256 134 
10 24 38 60 221 193 552 424 60 68 35 
11 24 38 60 238 197 552 244 60 248 125 


Mittel: | 154 | 88 
2. Resorption von Eiweif. 


Ganz ahnlich verliefen unsere Versuche, wenn wir die Eiweil3- 
resorption priiften. 


Methodisch ging ich hier ebenso vor wie in der friiheren Arbeit. 
Das Eiwei8 wurde verfiittert, indem ich dem Tier 3 g Fleischpulver mit 
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1 g Schweinefett zusammengeknetet gab; das wurde innerhalb 10 bis 
15 Minuten gefressen. Nach fiinf, sechs bzw. sieben Stunden wurde das 
Tier getétet. Magen- und Darminhalt wurden ebenso wie in der vorigen 
Versuchsreihe gesondert gesammelt und ihr N-Gehalt nach der Kjeldahl- 
Methode bestimmt. Benutzt wurde der Destillationsapparat von Parnas- 
Wagner. 3g Fleischpulver enthielten 433,17 mg N. Hiervon wurde die 
im Magen bzw. im Darm gefundene Stickstoffmenge in Abzug gebracht. 
Trotzdem es natiirlich im Magen und im Darm auch noch andere Stickstoff 
enthaltende Substanzen gibt, welche nicht aus dem NahrungseiweifB 
stammen, haben wir hierfiir keine Korrektion eingefiihrt, wie das in der 
vorigen Arbeit gemacht wurde. 

In Tabelle III sind die an normalen Ratten durchgefiihrten Ver- 
suche wiedergegeben. Neun Tiere wurden untersucht. Bei Tier Nr. 12 
bis 15 waren auf 100 g Koérpergewicht in 5 Stunden 122 bis 180 mg 
Stickstoff resorbiert worden. Bei drei Tieren dieser Reihe lagen die Werte 
zwischen 122,2 und 126.7. Der Wert mit 180 mg fallt aus der Reihe. 
Bei Tier Nr. 16 bis 18 waren nach 6 Stunden 154 bis 164 mg resorbiert, 
bei Tier Nr. 19 und 20 nach 7 Stunden 174 bzw. 194 mg. 


Tabelle III. 
Resorption von Eiweif bei normalen Ratten. 





Ein- Gefunden N Resor- 
pie Hunger —— Gewicht | gegeben [| im | im rong biert N 
: N Magen Darm “ | pro 100g 

Nr. Std. Std. g mg mg mg mg mg 





















12 24 5 160 433,17 102.64 40,97 289.55 180,97 
13 24 5 246 433,17 98,80 | 32,27 302,10 122,80 
14 24 5 236 433.17 10420 2999 29898 126,69 
15 24 5 240 433,17 | 101,42 38.43 293,32 122.21 
16 24 6 147 433,17 103,15 91,00 239,02 162,44 
17 24 6 182 433,17 93.26 39.90 300,01 164.84 
18 24 6 196 433,17 95.55 34,64 302,98 154.54, 
19 24 7 198 433,17 52.77 35,26 || 345,64 174,56 
20 24 7 50 33,17 98,58 43,37 || 291,22 194,14 









Tabelle IV. 
Resorption von EiweiB bei ohne B-Vitamin ernihrten Ratten. 
















ES Gew. d. Tieres x Gefunden N Resorbiert N ” 
= e = : = = es ‘ | 
= = Se 3 Es cs % = = < 
Zz ~ = = 2s So x = = S 
2 3 A = Ce z A = = = 
>| €} Fi agi sbi & . . » | § 

= E > = = mR = - 
Nr Tage Std g g mg mg mg mg mg Std. 








241.00 86.80 105.387 65.04 
270.00 82.60 80.57 34,35 
222.15 84,20 126,80 44,96 
274.82 22.34 136,01 76,84 
218,93 49,22 165,02 93,23 


21 32 24 168 162 483,1 
22 32 24 301 234 0 433.1 
23 32 24 328 282 433,1 
24 32 24 263 #177 = -483,1 
25 32 24 264 177 = 4331 
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Ganz anders fallen nun die Resorptionswerte aus, wenn man 
dieselben Versuche an seit 32 Tagen auf einer vitamin-B-freien Nahrung 
gehaltenen Tieren untersucht (Tabelle IV). Hier sind nach 5 Stunden 
nur 34 bis 65 mg resorbiert (Tier Nr. 21 bis 23), 76 mg in 6 Stunden 
(Tier Nr. 24), 93 mg in 7 Stunden (Tier Nr. 25). In allen Fallen findet 
man also die Halfte der Resorption wie in dem entsprechenden Zeitraum 
bei normalen Tieren. Es ist damit bewiesen, daB auch die Eiweil- 
resorption bei den avitaminésen Tieren auf die Halfte gesunken ist. 
Wir wollen hier noch nicht diskutieren, was die Ursache hierfiir sein kann. 


Ich habe dann weiter untersucht, ob Tiere, die auf einer vitamin-B- 
freien Nahrung gehalten waren und welche durch ihre Gewichts- 
abnahme und die verminderte Resorption bereits sichere Zeichen der 
Avitaminose hatten und nun mittels Hefe als Vitamin B- Quelle geheilt 
werden, wieder normale Resorptionswerte zeigen (Tabelle V). Tier Nr. 26 
bis 29 wurde zuerst 32 Tage lang vitamin-B-frei ernahrt. Ihr Kérper- 
gewicht sank dementsprechend. Diese Tiere waren zusammen mit den 
Tieren Nr. 21 bis 25 der Tabelle IV gehalten. Wahrend aber diese 
am 32. Tage auf ihre Resorption gepriift und getétet wurden, haben 
wir die Tiere Nr. 26 bis 29 wieder geheilt, indem wir ihnen auBer 
ihrer taglichen vitamin-B-freien Nahrung noch 5 g Hefe gaben. Nachdem 
sie so 19 Tage lang gefiittert wurden, haben wir ihre Resorption gepriift 
und nun, wie Tabelle V zeigt, wieder ganz normale Werte bekommen, 
die fast in derselben Héhe liegen wie bei den normalen Tieren der 
Tabelle IIT. 

Tabelle V. 


Resorption von EiweiB bei mit Hefe geheilten Ratten. 





Gewicht des Tieres Gefunden N Resorbiert N 











me ere Tiers E , 
> eo = se = e 2 ke Be = Sa =a == 

N"| &$ i b> | tats Whe és 
Nr. Tage = (Std.|) ¢g g mg mg mg mg mg _— Std 
26 32 19 | 24 264 243 285 433,17 88,48 26,19 318,50111,75 5 
27 «32 19 24 169 | 161 | 235 433,17 107,71 36,02 289,44123.16 5 
28 32 19 24 #181 | 144 224 433,17 101,77 34,51 296,89 13254 6 
29 32 19 24 274 251 306 433,17 73,27 29,85 330,05107,87 7 


Noch eine andere Serie wurde untersucht (Tabelle VI). Drei Ratten, 
Nr. 30 bis 32, wurden zusammen mit den Tieren Nr. 21 bis 29 der 
Tabelle IV und V gehalten und erhielten von Anfang an unsere vitamin- 
B-freie Nahrung, jedoch mit taglich 5g Hefe. Diese Tiere haben 
wahrend der 32 Versuchstage an Gewicht nicht abgenommen, ihre 
Nahrung war also komplett und, wie Tabelle VI zeigt, war auch ihre 
Resorption vollstaéndig normal. Sie zeigen ganz dieselben Resorptions- 
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Tabelle VI. 
Resorption von Eiweif bei Tieren, deren Nahrung mit 5g Hefe pro Tag 
komplettiert wurde. 








r} Gefunden N Resorbiert N . 
= - = 7 - | 
Z = hy, = > & =e 
= = 1 EM == } as 
- = = = 4 ~ 

a] -~ - 

a 

Nr. Std mg mg mg mg mg Std 





30 32 24 180 195 433,17 101,78 16,91 21448 109,99) 5 
31 32 24 170 190 433,17 102,75 2443 395,99 161,04. 6 
32 || 32 24 219 210 433,17 51,52 25,36 356,29 169,66) 7 


werte wie die normalen Tiere der Tabelle III, naimlich 110 mg nach 


5 Stunden, 161 mg nach 6 Stunden, 170 mg nach 7 Stunden. 


Aus der Versuchsreihe der Tabelle V und VI geht also ganz ein- 
deutig hervor, daB, wenn man eine vitamin-B-freie Diat mit Hefe 
komplettiert, dann die Resorption wieder normal wird, bzw. falls 
die Diat von Anfang an komplettiert wurde, keine Anderungen der 
Resorption eintreten. Unsere Versuche zeigen also wohl klar, dab 
es tatsichlich der Mangel an Vitamin B ist, welcher zu einer Ver- 
minderung der Resorption gefiihrt hat. 


Es ist nun aber eine besondere Frage, auf welche Weise die hier 
sowohl fiir Zucker als fiir Eiweif nachgewiesene Resorptionsvermin- 


derung erklart werden kann. Es 1]4Bt sich an mindestens drei 
verschiedene Mdéglichkeiten denken: Erstens ware es méglich, dab 
der ResorptionsprozeB selbst bei der B-Avitaminose leidet. Es 
kénnten Anderungen des resorbierenden Epithels eintreten. Es 


kénnte auch ein Mangel der Zottenbewegung, wie sie von Verzdr und 
Kokas!, Kokas und Ludany? und Kokas* nachgewiesen wurde, eine 
Xolle spielen. Es ist jedenfalls merkwiirdig, daB gerade Hefeextrakte 
sowohl die Zottenbewegung beschleunigen, als auch die Resorption 
bei normalen Tieren verbessern (Kokas und Gal*). Wir haben aller- 
dings damals bemerkt, daB es in diesen Hefeextrakten nicht das 
Vitamin B ist, welches die Resorption beschleunigt. Es muB wohl 
weiter untersucht werden, inwiefern diese Faktoren bei der vitamin- 
B-freien Ernahrung eine Rolle spielen. 


Es wire zweitens méglich, daB eine Verminderung der Eiweib- 
Xesorption einfach dadurch zustande kommt, daB die Verdauungssifte 


! Pfliigers Arch. 217, 397, 1927. 
2 Ebenda, im Druck. 

3 Ebenda, im Druck. 

tle, 
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nicht entsprechend sekretiert werden, so daB es dann zu einer un- 
vollstandigen oder verlangsamten Verdauung kommt. In diesem Falle 
miBte der ResorptionsprozeB selbst gar nicht gelitten haben. 


Aber noch eine dritte Méglichkeit ist vorhanden. Falls bei Mange! 
an Vitamin B Motilitatsst6rungen eintreten, die Entleerung des Magens 
sowie die Darmperistaltik verlangsamt ist, dann kénnte einfach infolge 
eines solchen Mechanismus so wenig Nahrung in den Darm gelangen, 
daB dadurch die Resorption verlangsamt wird. Es ist ja bekannt, 
daB zum typischen Bilde der B-Avitaminose bei der Taube eine Kropf- 
lahmung gehért, und es ist deshalb durchaus méglich, daB auch bei 
den Ratten bei Mangel an Vitamin B der Magen sich langsamer als 
normal entleert. 


Tatsachlich finden wir in allen Versuchen an avitaminésen Tieren 
in der Tabelle II und IV, daB im Magen auffallend groBe Quantitaten 
der Nahrung zuriickgeblieben sind. So wurden bei normalen Tieren 
68 bis 260 mg Glucose nach 1 Stunde im Magen gefunden, bei avita- 
minésen Tieren dagegen 244 bis 446 mg, bei normalen Tieren wurden 
im Magen 52,7 bis 104,2 mg Stickstoff gefunden, bei avitaminésen 
Tieren dagegen 219 bis 274mg Stickstoff. Schon hieraus scheint 
hervorzugehen, daB die Magenentleerung bei den vitamin-B-frei er- 
nihrten Tieren langsamer stattfindet. 

Um das zu beweisen, haben wir bei vier normalen und fiinf avita- 
minésen Tieren, welch’ letztere 32 Tage lang ohne Vitamin B ernahrt 
waren, die Magenentleerung réntgenologisch gepriift. 

Hierzu haben wir die folgende Methodik ausgearbeitet. Die Tiere 
hungerten zuerst 24 Stunden, dann erhielten sie die gewéhnliche Versuchs- 
nahrung, bestehend aus 3 g Fleischpulver, mit 1 g Schweinefett und 0,7 g 
Bariumsulfat zusammengeknetet. Die Tiere fraBen diese Nahrung in 
10 bis 15 Minuten quantitativ. Die Fiitterung fand gewéhnlich am Abend 
statt und am \wiachsten Morgen wurde die réntgenologische Untersuchung 
vorgenommen. Die Réntgenuntersuchung gelingt ganz leicht, wenn man 
das Tier in eine enge Kartonréhre schliipfen lat, die am einen Ende 
ein kleines Drahtfenster hat. Hier kann sich das Tier nicht umdrehen, 
sondern bleibt bewegungslos sitzen. Die Durchleuchtung fand von der 
Seite aus statt}. 


Man kann auf diese Weise bei normal gefiitterten Tieren ganz 
klar bestimmen, daB der Magen nach 12 Stunden noch einen Schatten 
gibt, nach 13 Stunden aber keinen mehr. 


Demgegeniiber findet man bei ebenso groBen, avitaminésen Ratten, 
daB die Entleerung des Magens immer erst nach 17! bzw. 19 Stunden 


1 Wir danken Herrn Dr. A. Renz, Assistent am Zentralréntgeninstitut 
der Universitat, fiir die Durchfiihrung dieser Durchleuchtungen. 
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eingetreten ist (Tabelle VII). 
Vitamin B eine verminderte Motilitaét des Magens vorhanden ist und 
dieser die Nahrung langsamer in den Darm entleert. 


Es ist also klar, daB bei Mangel an 


Tabelle VII. 


Roéntgenologische Untersuchung. 





Versuch Kirpergewicht 
Nr. 


33 


39 


40 


41 


280 


220 


Resultate 


Normale Tiere. 


Nach 10 Stunden gibt der Magen noch Schatten. 


os 


- 


12 
13 
10 
12 
13 


. Schatten. 
gibt der Magen keinen Schatten. 
Schatten. 

‘ keinen Schatten. 
Schatten. 

2 keinen Schatten. 

“ Schatten. 

~ keinen Schatten. 


Ohne Vitamin B ernahrte, beriberikranke Tiere. 


200 


210 


180 


250 


240 


Nach 15 Stunden gibt der Magen noch Schatten. 


17! 
15 
17? 
19 
15 
i? 
19 
15 
i? 


15 


171). 


19 


2 


Freilich wissen wir auch 


~ " " Zs keinen , mehr. 
os Schatten. 

‘ keinen Schatten. 

. Schatten. 

« keinen Schatten. 

és Schatten. 

- keinen Schatten. 

- Schatten. 

. ” 

a keinen Schatten. 


damit noch nicht, ob das die primaire 


Ursache der Resorptionsverminderung ist, denn es ist ja auch mdglich, 


daB nicht deshalb weniger vom Darm aus resorbiert wird, weil vom 
Magen weniger hierher gelangt, sondern auch das Umgekehrte scheint 
méglich: der Magen entleert deshalb weniger in den Darm, weil von 
hier die Resorption zu langsam stattfindet. Es ist méglich, daB vom 
Magen nur dann Nahrungssubstanz an das Duodenum abgegeben 
wird, wenn diese im Darm bereits verdaut und zum Teil resorbiert 


ist. 


Somit kénnte die verminderte Motilitat des Magens auch einfach 


die Folge der verminderten Resorption sein. 
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Zusammenfassung. 


Zusammenfassend kann also gesagt werden, dai aus diesen Ver- 
suchen klar hervorgeht, daB bei Mangel an Vitamin B die Resorption 
einer Glucoselésung fast auf ein Drittel, die einer EiweiBnahrung auf 
die Halfte vermindert ist. Komplettierung der vitaminfreien Nahrung 
mit Hefe stellt die normale Resorption wieder her. Es wird ferner 
mittels réntgenologischer Untersuchung nachgewiesen, daB die Ent- 
leerung des Magens bei B-avitaminésen Tieren bedeutend verlangsamt ist. 

Inwiefern allerdings die verminderte Motilitaét die Ursache oder nur 
die Folge der verminderten Resorption ist, konnte nicht festgestellt 
werden. Sicher ist dagegen der Nachweis, daB es bei Mangel an Vitamin B 
zu einer wesentlichen Resorptionsstérung kommt. 
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Der Zustand des Ca im Blutserum 
von normalen und parathyreopriven Hunden. 


Von 
A. von Beznak. 


(Aus dem Physiologischen und allgemein-pathologischen Institut 
der Universitat in Debreczen.) 


(Eingegangen am 22. Juni 1930.) 


Bekanntlich schwankt der Ca-Gehalt des normalen Serums von 
Hunden zwischen 9 bis 11 mg-°,. Aus physiko-chemischen Messungen 
und Erwagungen folgt, daB diese ganze Menge nicht in ionisiertem 
Zustande vorhanden sein kann. Es ist auch sehr wahrscheinlich, daB 
das Serum nicht als eine iibersattigte Lésung von verschiedenen an- 
organischen Ca-Salzen aufgefaBbt werden kann. Experimentelle Er- 
gebnisse zeigen, da das Ca im Serum in drei verschiedenen Formen 
existiert, namlich in ionisiertem Zustande, in Form von komplexem 
Salz und an EiweiB gebunden, und zwar ist nach Klinke (1) 10 bis 20°, 
ionisiert, 30 bis 50°, als komplexes Salz und 40°, an EiweiB gebunden 
vorhanden. 

Der Nachweis der Existenz von komplexem Ca griindet sich darauf, 
daB der Ca-Gehalt des Serums nach Ausschiiteln mit verschiedenen 
Adsorbenzien sinkt. Weil der Ca-Gehalt nur nach Aussclritteln mit 
Ca,(PO,)., BaSO,, MgNH,PO,, also positiven Adsorbenzien, sinkt 


und nach Ausschiitteln mit Kaolin und Tierkohle also nega- 
tiven Adsorbenzien unverandert bleibt, folgt, daB das adsorbierbare 


Ca ein negativ geladener (Klinke,1.c.2) Komplex ist. Ohne Zweifel 
spielt dieser negative Komplex bei der Erhaltung des normalen Ca- 
Gehalts des Serums eine grobe Rolle. 

Wie bekannt, ist der gesamte Ca-Gehalt des Serums von para- 
thyreopriven Tieren erheblich kleiner als bei normalen. Nach den 
Versuchen von Mc. Callum und Voegtlin (3) wurde angenommen, daf 
der niedrige Ca-Gehalt die Folge einer vergréberten Ca-Ausscheidung 
sei. Diese auf der Hand liegende Erklarung erwies sich aber durch die 
Experimente von Greenwald und Gross (4) als unhaltbar. Diese Forscher 
konnten beweisen, daB das parathyreoprive Tier nicht mehr Ca aus- 
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scheidet als das normale. Ist eine Veranderung im Ca-Stoffwechse| 
vorhanden, so besteht diese nicht, wie man friiher dachte, in einer 
Erhéhung der Ca-Ausscheidung, sondern es findet gerade umgekehrt 
eine Ca-Retention statt. Ein Teil des Serum-Ca verschwindet also 
ohne daB es ausgeschieden wird. Zweifellos muB dieses Ca in irgend 
einer Form in den Geweben zuriickgehalten werden. Tatsachlich haben 
Greenwald und Gross (5) gezeigt, daB nach Injektion von Parathyreo- 
ideahormon nicht nur der Ca-Gehalt des Serums, sondern auch die 
Ausscheidung des Ca, besonders im Urin, erhéht wird. Es scheint 
also, daB das Parathyreoideahormon das Ca in den Geweben mobilisiert 
Es diffundiert dann in das Blut und der Uberschu8 wird ausgeschieden 
Nach Entfernung der Parathyreoideae verschwindet also ein Teil des 
Serum-Ca und wird in den Geweben angesammelt. Die nichste Frage 
ist, welche von den drei verschiedenen Formen des Serum-Ca sich nach 
Entfernung der Parathyreoideae vermindert. 

Es schien deshalb erwiinscht, zu untersuchen, ob der Gehalt an 
adsorbierbarem Ca eine Veranderung zeigt, wenn man die  Para- 
thyreoideae entfernt und was im Falle einer Verinderung die mégliche 
Erklarung hierfiir sein kénnte. Um diese Frage zu entscheiden, habe 
ich das gesamte und das adsorbierbare Ca im Serum von normalen 
und parathyreopriven Hunden bestimmt 


Methodik. 


Zu diesen Versuchen wurden Hunde von 5 bis 12 kg Gewicht benutzt 
Die Tiere wurden 4 Tage lang vor den Versuchen mit einem Gemisch von 
70 g Fleisch, 70 g Brot und 35 g Fett gefiittert. 24 Stunden vorher und an 
dem Operationstage hungerten sie. 

Dann wurde eine Thyreo-Parathyreoidectomie — wie iiblich unter 
Schonung des N. recurrens unter sterilen Bedingungen, in Athernarkose 
ausggfiihrt (Haberland (6)). ' 

Als positive Adsorbenzien wurde Barium sulphuricum praecipitatum 
und Knochenpulver benutzt. Das Knochenpulver wurde ebenso bei 


normalen wie bei parathyreopriven Hunden wie folgt hergestellt. Die 


Femuren von mehreren Hunden wurden von Periost und Knochenmark 
griindlich gereinigt, an der Luft getrocknet, im Morser pulverisiert und durch 
ein feines Sieb getrieben. Da’ dieses Knochenpulver ein positives Adsorben- 
ist, folgt daraus, daB es ahnlich wie BaSO, adsorbiert. 

In den Adsorptionsversuchen wurde zu dem Serum genau 10°, Ad 
sorbens gegeben. Diese Suspension wurde mit Hilfe einer Maschine ge 
schiittelt. Dann wurde die Suspension 15 Minuten lang mit 3000 Um 
drehungen pro Minute zentrifugiert und das Ca in der obenstehenden Fliissig- 
keit bestimmt. Dieser Wert ist das ,,.Rest-Ca‘‘. In einer anderen Prob 
wurde gleichzeitig das ,,Gesamt-Ca‘‘ bestimmt. Subtrahiert man das 
,.Rest-Ca‘* von dem ,,Gesamt-Ca‘“, so erhilt man das ,,Adsorbierte Ca“ 

Die Bestimmung des Ca wurde nach der Kramer-Tisdallschen Methode 
ausgefiihrt, aber mit dem Unterschied, daB nur lccm Serum, welche= 
24 Stunden lang mit Ammoniumoxalat stand, benutzt wurde. 
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Versuche. 
1. Der Gehalt an negativ geladenem Ca-Komplex der Sera von normalen und 
parathyreopriven Hunden. 

Insgesamt wurden 12 normale Hunde untersucht. Spiter wurde 
an diesen Hunden die Parathyreoidectomie ausgefiihrt. Die Resultate 
sind in Tabelle I zusammengestellt. Aus dieser Tabelle geht hervor, 
daB, wenn man das Serum mit Knochenpulver schiittelt, bei normalen 
Hunden ungefahr 40 °,, des Gesamt-Ca verschwindet. 


Tabelle I. 


Der Gehalt des Serums von normalen Hunden an negativ komplexem Ca. 





Gesamt-Ca Adsorbiertes Ca Rest-Ca Adsorbiertes Ca 
Nr. in ‘ des 
mg-° 9 mg-° mg-' Gesamt-Ca 


a) Adsorbens: Knochenpulver 


1 13,27 5,53 7.74 41 
2 13,17 5,40 7,77 41 
3 13,17 5,37 7,80 40 
4 12,40 4,81 7,59 39 
5 10,10 3,38 6.72 33 
6 10,35 5.30 5,05 51 
7 11,04 6,07 4.97 59 
8 13,27 5,73 7,54 43 
9 11,86 3.67 8,19 31 
10 11,54 3.89 7.65 3 
11 12,30 4.76 7,54 39 
12 10,21 4,81 5.40 47 
Mittelwerte: 11,8 4,89 6,99 41% 
b) Adsorbens: BaSO, 

1 13,27 7,16 6,11 54 
2 13,17 6.44 6,73 49 
3 12.40 6,09 6,31 ‘+ 49 


Nach der Parathyreoidectomie traten in allen Fallen tetanische 
Symptome von verschiedener Starke schon am ersten Tage nach der 
Operation auf. An diesem Tage wurde sowohl das Gesamt- wie das 
adsorbierbare Ca wieder bestimmt. Die Tabelle II zeigt die Resultate. 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB nicht nur das Gesamt-Ca 
sondern auch das adsorbierbare Ca schon am ersten Tage der Tetanie 
eine Verminderung zeigt. Allerdings ist diese nicht sehr grob, da bei 
normalen Tieren das adsorbierbare Ca ungefahr 40°,,, bei parathyreo- 
priven nur 30°,, des Gesamt-Ca betrigt. Vergleicht man aber den 
absoluten Gehalt an adsorbierbarem Ca von parathyreopriven Hunden 
mit dem von normalen Hunden, so findet man, daB der erste Wert 
2,64°,,, der zweite dagegen 4,89 °,, betrigt, so daB bei Tetanie ungefahr 


I0* 
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Tabelle Il. 


Der Gehait des Serums von parathyreopriven Hunden an negatiy 
komplexem Ca. 





G ( Ad- Rest-( Adsor- 
Nr resamt-Ca  corbiertes Ca ides biertes Ca Bemerkungen 
in °/5 des 
Cresamt-Ca 
mg-? mg- mg- 
7 AG ( . 9 | Hyperpnoe 
1 4,08 1,49 6.10 20 fl ees Memes 
2 7.28 2.24 5.04 30 Schwere Krampf 
? > ~9 - | Hyperpnoe 
) 6,45 0,52 7,00 © $1] amen Krampte 
4 7,00 3,50 3,50 59 Leichte Symptor 
5 8.53 3,29 5,24 39 Leichte Sympto. 
7 9 7: ” Qn | Ziemlich schwer 
6 1,70 2,73 4.97 35 | Krampfe 
7 9 AC 5 9 29 { Ziemlich schwer 
7 8,11 2,59 5.52 $2 Krampfe 
Mittelwerte: 7,52 2.64 5,06 34% 


60°, des adsorbierbaren Ca verschwindet. Das ist um so interessante! 
als das Gesamt-Ca eine geringere Verminderung zeigt. Dieser Wert ist 
in normalem Zustande 11,8°, und bei Tetanie am ersten Tage 7.5 

d.h., daB nur ungefahr 35°, verschwunden sind. 


Auch ist eine andere Tatsache beachtenswert; nimlich die Werte 
von adsorbierbarem Ca bei parathyreopriven Hunden zeigen viel gréBere 
Schwankungen als von Normalen. Die ersteren liegen zwischen 0 und 
50°., die letzteren zwischen 31 und 51°. Hieraus folgt die Frage, ob 
zwischen dem verschiedenen Gehalt an adsorbierbarem Ca und den 
tetanischen Symptomen ein Parallelismus besteht.  Insofern diese 
wenigen Versuche eine Folgerung erlauben, scheint wirklich ein Zu 
sammenhang zu bestehen., W6 das adsorbierbare Ca sehr stark sinkt. 
dort kénnen auch die schwersten tetanischen Symptome beobachtet 
werden. 


Da diese Bestimmungen zeigten, daB bei parathyreopriver Tetani 
das adsorbierbare Ca im Serum sinkt, wurden andere Experiment: 
ausgefiihrt, um eine entsprechende Erklarung zu finden. 


Die normale Konzentration des adsorbierbaren Ca wird durch ein 
dynamisches Gleichgewicht erhalten. Es gibt zwei Méglichkeiten, un 
die Veranderung zu erklaren. Die eine ist, dab im Organismus wenige! 
komplexes Ca gebildet wurde, die zweite, daB mehr komplexes € 
verschwindet. Nehmen wir an, daB die Senkung durch ein vergr6éBerte- 


Verschwinden des Ca entsteht, so bieten sich wieder zwei Méglichkeiten 
Die eine ist, daB sich die Adsorptionsfahigkeit der parathyreoprive: 
Gewebe vergréBert, die zweite, daB der negative Ca-Komplex sich » 
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erandert, daf er leichter adsorbierbar wird. Ware es méglich, beide 
Méglichkeiten auszuschlieBen, so bleibt die Erklarung, da die Ver- 
ninderung die Folge von einem vergréberten Verschwinden ist, aus- 
veschlossen. Findet man fiir ein vergréBertes Verschwinden keinen 
\nhaltspunkt, so bleibt nur die andere Méglichkeit, namlich, daB die 
Verminderung des Ca-Gehaltes die Folge von verminderter Bildung 
des Komplexsalzes ist. 


Die Adsor ptionsfdahigke it des Knoche npulve rs von parath yre opriven Hunden. 


Um die Frage zu entscheiden, ob das Knochenpulver von para- 
thyreopriven Hunden dieselbe Adsorptionsfihigkeit hat, wie das 
normale Knochenpulver, wurden normale Sera mit normalen und para- 
thyreopriven Knochenpulvern geschiittelt. Diese Versuche haben 
gezeigt, daB das parathyreoprive Knochenpulver ungefihr dieselbe 
Adsorptionsfahigkeit besitzt wie das normale. Eine erhéhte Adsorptions- 
fahigkeit konnte keineswegs nachgewiesen werden (Tabelle II1). Freilich 
ist nur Knochenpulver gepriift, aber dieses hat wohl physiologisch die 
crOBte Affinitat gegeniiber dem Ca, und die damit gewonnenen Resultate 
kénnen wohl auch fiir die anderen Gewebe gelten. Enthalt also das 
Serum von parathyreopriven Hunden weniger adsorbierbares Ca, so 
ist dies keineswegs die Folge von vergréBerter Adsorptionsfahigkeit 
der Gewebe. 


3. Die Adsorbierbarkeit des Ca-Kom ple res der parath yreoprive n und 


normalen Sera. 


Nachdem bewiesen wurde, daB eine erhéhte Adsorptionsfahigkeit 
des Knochenpulvers von parathyreopriven Hunden nicht die Ursache 
des verminderten Gehaltes des Serums an Komplex-Ca sein kann, | 
sollte noch die andere Frage entschieden werden, ob nicht das komplexe ‘ 
Ca des parathyreopriven Serums eine erhéhte Adsorbierbarkéit besitzt. 
Normale und parathyreoprive Sera wurden also mit normalem Knochen- 
pulver geschiittelt. Das Resultat war, daB kein Unterschied zwischen 
der Adsorbierbarkeit des komplexen Ca der normalen und _para- 
thyreopriven Sera gefunden werden konnte (Tabelle IV). 


Durch diese Versuche konnte man von den drei méglichen Ursachen 
des Verschwindens des komplexen Ca zwei ausschlieBen. Zur Erklarung 
blheb nur die dritte Méglichkeit, namlich die verminderte Bildung von 
einem stark negativ geladenen Komplex, welcher das Ca im Serum 
léslich machen kann. 


Um den Mechanismus dieses Lésungsprozesses klarer zu machen, 
wurde ein Modellversuch angestellt. In 3ccm normalem und para- 


thyreoprivem Serum wurden 30 mg Na-Citrat gelést; dazu kam 
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0,3 g normales Knochenpulver. Die Suspensionen wurden dann 
4 Stunden lang geschiittelt und das Ca in der obenstehenden Fliissigkeit 
bestimmt. Wie Tabelle V zeigt, erhéht sich der Ca-Gehalt des Serums 
in normalen und parathyreopriven Fallen bis ungefahr zur gleichen 
Hohe. Das Na-Citrat zerlegte also den Knochenapatit und nahm 
Ca in Lésung auf. 
Tabelle V. 
Normale und parathyreoprive Sera mit Knochenpulver und Na-Citrat 
geschiittelt. 








Normal Parathyreopriy 
Nr. Gesamt-Ca-Gehalt Gesamt-Ca-Gehalt Nr Gesamt-Ca-Gehalt | Gesamt-Ca-Gehalt 
vor dem Schiitteln nach dem Schiitteln vor dem Schiitteln | nach dem Schiitteln 
mg-° » mg-° » mg-9/5 mg-° 5 
1 13,27 21,19 1 7.59 22,20 
2 13,17 24,05 2 7,28 20.40 
3 13,17 23,02 3 6.48 18,20 
4 12,40 19,88 4 7,00 23.50 


Diskussion der Versuche. 


Es konnte demnach festgestellt werden, daB durch Schiitteln mit 
Knochenpulver aus dem Serum parathyreopriver Hunde weniger Ca 
entfernt wird als aus dem Serum von normalen Tieren. Diese Er- 
scheinung wurde so gedeutet, daB bei parathyreopriver Tetanie die 
Menge des negativ geladenen, komplexen Ca sich vermindert. Dabei 
haben wir mit Klinke angenommen, da das Knochenpulver hier als 
Adsorbens wirkt, da mit dieser Auffassung alle Beobachtungen ein- 
heitlich zu erkliren sind. Da® aber hier wirklich eine Adsorption statt- 
findet, ist noch keineswegs einwandfrei bewiesen, und diese Erklirung 
ist gegenwartig nur als eine Hypothese zu betrachten. 

Kine andere mégliche Erklirung liegt vielleicht in den Beob- 
achtungen von Cruickshank (7), der bei parathyreopriver Tetanie die 
Verminderung der HCO, und der H,CO, feststellte. Andererseits ist 
es schon laingst bekannt, daB die Entfernung der Parathyreoiden die 
Erhéhung der PO,-Ionenkonzentration verursacht. Weitere Unter- 
suchungen in dieser Richtung kénnten vielleicht das Verschwinden 
des Ca bei der parathyreopriven Tetanie auf physikalisch-chemische 
Léslichkeitsveranderungen zuriickfiihren. 

Wir haben aus unseren Knochenpulver-adsorptionsversuchen die 
Folgerung gezogen, daB die parathyreoprive Tetanie die Adsorptions- 
fahigkeit der Gewebe nicht andert. Diese Auffassung kénnte von dem 
Standpunkt aus kritisiert werden, da die Adsorptionsversuche nur 


mit Knochenpulver ausgefiihrt waren und nicht auch mit anderen 
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Geweben, obwohl auch diese eine Rolle spielen kénnten. Nun haben 
iber Percival und Stewart (8) bewiesen, daB das Parathyreoideahormon 
seine Wirkung auch an evenerierten Tieren ausiibt. In diesem Falle 
kénnten im wesentlichen nur zwei Gewebe in Frage kommen: die 
Knochen und die Muskeln. DaB aber das letztere Gewebe nicht der Ort 
der Ca-Retention seir kann, ist durch Dixon, Davenport und Ransons (9) 
Experimente bewiesen, die bei parathyreopriver Tetanie keinen Unter- 
schied zwischen dem Ca-Gehalt des Muskels von normalen und dem von 
parathyreopriven Hunden nachweisen konnten. Werden diese Ge- 
sichtspunkte in Betracht gezogen, so scheint es sehr wahrscheinlich, 
daB beim Verschwinden des Ca das Knochengewebe die Haupt- 
rolle spielt. 


Diese Versuchsresultate miissen noch von dem Standpunkt der 
Diffusibilitat des Ca erwogen werden. Eine viel umstrittene Frage ist, 
wie bekannt, ob die parathyreoprive Tetanie den diffusiblen oder den 
indiffusiblen Teil des Serum-Ca beeinfluBt. Da die physiologischen 
Bedingungen der Diffusibilitat des Plasma-Ca unbekannt sind, kénnen 


wir solange Versuche in dieser Richtung uns nicht zur Verfiigung 
stehen dariiber gar nichts auBern. Diese Frage zu beantworten, 


bildet den Gegenstand meiner nichsten Arbeit. 


Zum SchluB méchte ich noch die Ergebnisse meiner Citrat- 
versuche kurz besprechen. Diese Versuche sind interessant, weil sie 
als Modell aufgefaBt werden kénnen. Wir haben gesehen, da}, wenn 
man zum Serum Na-Citrat gibt und mit Knochenpulver  schiittelt, 
die Ca-Konzentration zunimmt. Schiittelt man dagegen Ca-Citrat- 
lésung mit Cag (PO,),, so adsorbiert das Phosphat aus diesem einen 
Teil des Ca-Citrats. Auf diese Weise kann sich also ein dyna- 
misches Gleichgewicht einstellen. Vielleicht ist: die Wirkung des 
Parathyreoideahormons ahnlich. Gelangt Parathyreoideahormon ins 
Blut, so wird der Knochenapatit zerlegt und Ca in adsorbierbarer 
Form aufgelést. Verschwindet das Parathyreoideahormon aus dem 
Blute, so wird natiirlich mit der Zeit alles adsorbierbare Ca 
durch Adsorption entfernt. 


Zusammenfassung. 


1. In den Sera von parathyreopriv-tetanischen Hunden nimmt 
nicht nur die Konzentration des Gesamt-Ca, sondern auch die Menge 
des durch Knochenpulver adsorbierbaren Ca ab. 

2. Es scheint ein Zusammenhang zwischen der GréBe der Abnahme 
des adsorbierbaren Ca und der Starke der tetanischen Symptome zu 
bestehen. 
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3. Es wurde die Folgerung gezogen, daB im Organismus der para- 
thyreopriven Hunde die Bildung eines negativ geladenen Komplexes, 
welcher Ca — ahnlich wie Citrat in Lésung zu halten vermag, ver- 
mindert wird. 
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Die Menge des physiologisch diffusiblen Ca im Serum normaler 


und parathyreopriver Hunde. 


Ve mn 
A. von Beznak. 


(Aus dem Physiologischen und allgemein-pathologischen Institut 
der Universitat in Debreczen.) 


(Eingegangen am 22. Juni 1930.) 


Seit den grundlegenden Untersuchungen von Rona und Taka- 
hashi (1) tiber die Diffusibilitat des Serum-Ca steht diese im Vorder- 
grund des biochemischen Interesses. Ihre Bestimmung wurde in allen 
Fallen mittels Diffusion oder Ultrafiltration durch kiinstliche Mem- 
branen ausgefiihrt. Die so erhaltenen Werte schwanken zwischen 
40 bis 75°, des Gesamt-Ca. Die durch Kompensationsdialyse ge- 
wonnenen Werte stimmen mit denen von Rona und Takahashi gut 
iiberein. Die Ergebnisse der Ultrafiltration weichen jedoch von diesen 
Werten ab, zeigen aber untereinander geniigende Ubereinstimmung. 

Der Unterschied auBert sich bei den einzelnen Autoren nicht nur 
in der Prozentzahl, sondern selbst im Begriff des diffusiblen Ca. Nach 
der alteren ‘Auffassung diirite angenommen werden, daB durch die 
Bestimmung des diffusiblen Ca die Menge des ionisierten Serum-Ca 
bestimmt wird. 

DaB diese Auffassung unrichtig ist, geht aus den Versuchsergebnissen 
von Shelling und Maslow (2) hervor. Diese Autoren zeigten, daB durch 
Zusatz von Na-Citrat, in vivo und auch in vitro, der ganze Ca-Gehalt 
des Serums ultrafiltrierbar wurde, wihrend ohne Zusatz des Citrats 
dieselbe Membran nur 45 bis 57°, des Ca passierten. Obzwar in diesen 
Versuchen der diffusible Anteil des Ca zunahm, zeigten die Kaninchen 
Symptome, die nur die Folge der Abwesenheit von Ca-lIonen sein 
konnten. Es ist klar, daB das Na-Citrat die gesamte Menge des Ca 
als nicht ionisiertes, aber als gut diffusibles, komplexes Salz gebunden 
hatte. 

Da in ahnlicher Weise gebundenes Ca auch im Serum vorkommen 


kann, darf aus der Diffusibilitat nicht die Tonisiertheit gefolgert werden. 
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Die Diffusibilitat des Ca ist vom physiologischen Standpunkt aus 
nur insofern wichtig, als sie die Menge des Ca angibt, welche durch 
die Kapillarwinde zu den Geweben austreten kann. Diese Menge kann 
aber bei Benutzung von kiinstlichen Membranen gar nicht bestimmt 
werden. 


Selbst wenn man annimmt, da’ durch die Kapillarwinde aus- 
schlieBlich Ultrafiltration stattfindet, sind wir zu der Annahme, daB die 
Kapillarwande und die kiinstlichen Membranen dieselbe Porengrébe 
besitzen, nicht berechtigt. Fiir das Entgegengesetzte haben wir dagegen 
zahlreiche Beweise. So z. B. scheint die Membran des Froschnieren- 
glomerulus nur als Filter zu funktionieren. Dieses Filter laBt das 
kolloidale Trypanblau durch, waihrend es durch die iiblichen Kollodium- 
membranen zuriickgehalten wird [Haymann und Richards (3))}. 


Hiernach mu die Definition von Cameron und Moorhouse (4) als 
richtig angenommen werden. Nach dieser verstehen wir unter diffu- 
siblem Ca jenen Anteil, welcher eine in Funktion befindliche tierische 
Membran passieren kann, ohne Riicksicht darauf, ob dieses Ca ioni- 
siert oder als nicht dissoziiertes anorganisches Salz vorhanden ist. 


Nach der Auffassung der genannten Autoren gibt der Ca-Gehalt 
des Liquor cerebrospinalis den Wert des diffusiblen Ca an. Auf Grund 
physiologischer Beweise kann aber der Liquor cerebrospinalis eher 
als ein spezielles, dem Zentralnervensystem angepaftes Sekret, als 
ein einfaches Ultrafiltrat betrachtet werden. Diese Annahme erhielt 
eine wichtige Unterstiitzung durch die Versuche von Greenwald und 
Ballard (5), die bewiesen, daB das Verhaltnis zwischen diffusiblem Ca im 
Serum und dem Gesamt-Ca des Liquors nicht 1 ist, sondern zwischen 
0,75 bis 1,5 variiert. 


Im Gegensatz zum Liquor cerebrospinalis kann aber die Lymphe, 
auf Grund physiologischer Beweise, als das Ultrafiltrat des Plasmas 
aufgefaBt werden, wie die klassischen Versuche von Bayliss und 
Starling (6) zeigen. Selbst wenn die Lymphe als ein Sekret aufgefabt 
werden miiBte, andert sich die Tatsache nicht, daB die Menge des Ca, 
welches zu den Geweben gelangt, durch den Gesamt-Ca-Gehalt der 
Lymphe gegeben ist. 


Nach alteren Bestimmungen ist der Ca-Gehalt der Lymphe von 
hungernden Tieren schwankend. So haben Munk und Rosenstein (7) 
in der Lymphe von hungernden Tieren 0,028 g Ca,(PO,), pro 100 cem 
gefunden, was ungefihr 18 mg-°,, Ca entspricht. Neuestens haben 
Petersen und Hughes (8) (9) in der Lymphe Ca-Bestimmungen aus- 
gefiihrt. Ihre Werte schwanken um 15,44 mg-°,, CaO, was ungefahr 
11 mg-°., Ca entspricht. 
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Da aber diese Resultate voneinander stark abweichen und nach 
meinem Wissen der Ca-Gehalt im Serum und in der Lymphe in Parallel- 
versuchen noch nicht bestimmt wurde, bestimmte ich den Gesamt-Ca- 
Gehalt im Blutserum und in der Lymphe normaler, hungernder Hunde, 
um die Frage, ein wie groBer Teil des Serum-Ca zu den Geweben kommen 
kann, zu beantworten. Haben wir auf diese Weise erfahren, ein wie 
groBer Teil des Blutplasma-Ca den Geweben zur Verfiigung stehen 
kann, so ergibt sich die Frage, in welchem Zustand dieses durch die 
Kapillarwande hindurchgetretene Ca in der Lymphe zugegen ist. Den 
heutigen Stand der Ca- Forschung zusammenfassend, kommt Alinke (10) 
zu der Folgerung, da das Ca im Blutserum in drei Formen vorhanden 
sein mu: 15 bis 20°, des Ca ionisiert, 35 bis 40°, als negativer Komplex 
und der Rest an EiweifS’ gebunden. Die Frage ist also, in welchem 
Verhaltnis diese verschiedenen Fraktionen in der Lymphe vertreten 
sind. Auf diese Frage versuchten wir eine Antwort zu geben, indem 
wir jene Ca-Menge bestimmten, welche beim Schiitteln mit Knochen- 
pulver aus dem Serum bzw. aus der Lymphe verschwindet. 


Dann sollte noch jene Frage beantwortet werden, ob sich die Ver- 
teilung des Ca zwischen Blutserum und Lymphe nach Parathyreoid- 
ectomie nicht anders gestaltet als bei normalen Tieren, mit anderen 
Worten, ob sich hierbei die Durchlassigkeit der Kapillarwande andert. 
Es wire denkbar, daf der niedrige Ca-Gehalt des Blutserums bei der 
parathyreopriven Tetanie durch eine erhdhte Durchlassigkeit der 
Kapillarwande erklirbar sein kénnte. 

Auch war es wichtig zu wissen, ob die Anderungen im Ca-Gehalt 
des Serums, welche durch die Entfernung der Parathyreoiden hervor- 
gerufen wird, auch in der Lymphe nachweisbar ist. In der vorigen 
Arbeit habe ich nachweisen kénnen, daB die Menge des durch Schiitteln 
mit Knochenpulver entfernbaren Ca im Serum der parathyreopriv 
tetanischen Tiere sich vermindert (11). Jedoch fehlen noch die Angaben, 
wie sich die Lymphe bei diesem Zustande verhilt. 


Zur Beantwortung dieser Frage bestimmte ich im Blutserum und 
in der. Lymphe parathyreopriver Hunde gleichzeitig das gesamte Ca 
und jenes Ca, welches beim Schiitteln mit Knochenpulver verschwindet. 


Methoden. 


Die Ca-Bestimmungen wurden nach der Methode von Kramer und 
Tisdall ausgefiihrt, mit der Abweichung, daB das Serum bzw. die Lymphe 
mit dem Ammonoxalat 24 Stunden lang stand und zu den Bestimmungen 
in jedem Falle 1,0 ccm der Fliissigkeit benutzt wurde. Alle Bestimmungen 


wurden in vier Parallelen ausgefiihrt. Die Titrierungswerte weichen von- 
einander héchstens um 0,02 cem ab; die Werte der Tabellen sind Mittelwerte 
der vier Parallelen. 
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Die Behandlung des Serums und der Lymphe mit dem Knochenpulver 
wurde, wie in einer friiheren Mitteilung schon beschrieben, ausgefiihrt (11). 

Als Versuchstiere wurden Hunde von beiden Geschlechtern im Gewicht 
von 5 bis 20 kg benutzt. Bis zum Beginn der Versuchsperiode wurden die 
Hunde mit Kiichenabfiillen gefiittert. Die normalen Hunde hungerten 
48 Stunden lang vor der Lympbentnahme. Die parathyreopriven Hunde 
hungerten 24 Stunden lang vor der Operation und nachher bis zur Lymph- 
entnahme. Diese wurde gleich nach Erscheinen der tetanischen Symptome 
ausgefiihrt. Da die Symptome sich ausnahmslos 24 Stunden nach der 
Operation auBerten, dauerte auch die Hungerperiode der parathyreopriven 
Hunde 48 Stunden lang. Die Tiere beider Versuchsreihen erhielten Wasser 
ad libitum. 

Ich priaparierte den Ductus thoracicus in Chloralosenarkose ebenso 
bei den normalen wie bei den parathyreopriven Hunden. Die Lymphe 
entnahm ich durch eine Glaskaniile. Im allgemeinen war der Lymph- 
ausflu®8 sehr langsam. Durch energisches Massieren und passive Bewegung 
der HinterfiiBe gelang es, in 30 Minuten ungefihr 10 bis 15 cem Lymphe 
zu sammeln. Die so erhaltene Lymphe lie® ich gerinnen, und nach griind- 
lichem Zentrifugieren goB ich das obere Lymphserum ab und fiihrte die 
Ca-Bestimmungen in diesem aus. Auch die Blutentnahmen wurden schon in 
Chloralosenarkose durch Punktion der Vena saphena parva ausgefiihrt. 
Die Entfernung der Parathyreoiden geschah durch totale Thyreo-Para- 
thyreoidectomie in Athernarkose und durch sterile Operation bei sorgfiltiger 
Schonung des N. recurrens. 


Versuchsresultate. 


Tabelle I zeigt den Gehalt an Gesamt- und adsorbierbarem Ca im 
Serum und in der Lymphe von normalen Hunden. 

Daraus ist ersichtlich, daB das Gesamt-Ca im Blutserum zwischen 
9,32 bis 10,58 mg-°,, und in der Lymphe zwischen 8,44 bis 9,32 mg-”,, 
schwankt. Das bedeutet, daB 84 bis 90°, des Serum-Ca in der Lymphe 
zu finden sind. 

Wird noch in Betracht gezogen, daB zur Thoracicus-Lymphe auch 
noch Gewebssaft gelangt und aus der Lymphe die Gewebe schon Ca 
aufgenommen haben kénnten, dann miissen wir sagen, daB aus dem 
Serum die gesamte Ca-Menge zu den Geweben gelangen kann. 

Auf die andere Frage, nimlich auf die Verteilung der verschiedenen 
Ca-Fraktionen in der Lymphe, antworten nun die Bestimmungen des 
adsorbierbaren Ca. Dieser Wert schwankt im normalen Blutserum 
zwischen 3,78 bis 4,66 mg-°,,. (Hund Nr. 2 verhielt sich infolge unbekannter 
Ursachen abnorm, und so wurden dessen Werte nicht in Erwagung 
gezogen.) In der Lymphe fand ich fiir diese Fraktion 3,02 bis 4,03 mg-°,,. 
Somit kann man sagen, daB in beiden Fallen das adsorbierbare Ca 
41°, des Gesamt-Ca ausmacht. 


Tabelle II veranschaulicht die an parathyreopriven Hunden 
erhaltenen Werte. Das Gesamt-Serum-Ca zeigt in allen Fallen eine Ver- 
minderung, es fallt durchschnittlich von 10,87 auf 5,18 mg-°,. Diese 
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Verminderung bedeutet, daB nach Entfernung der Parathyreoiden 
ungefahr 43 °,, des Gesamt-Serum-Ca erhalten blieben. Das Gesamt-Ca 
der Lymphe zeigt einen Abfall von 8,77 mg-”,, auf 4,46 mg-°,,, d. h. un- 
gefahr 49°, des Lymph-Ca sind verschwunden. Zieht man die Streu 
ung der erhaltenen Werte in Betracht, so ist klar, daB der Abfall in 
der Lymphe und im Serum derselbe ist. 

Ebenso ist bei parathyreopriven wie bei normalen Hunden fast 
die gesamte Ca-Menge im Mittelwert 87°, des Blutserums in 
der Lymphe zu finden. Daraus mu gefolgert werden, daB weder 
die Durchlassigkeit der Kapillarwainde noch die physiologische Diffu- 
sibilitat des Ca sich nach Entfernung der Parathyreoiden geindert hat 

Die nachste Frage ist, wie sich der Zustand des Ca im Blutserum 
und wie in der Lymphe andert. Wie von mir schon gezeigt wurde, 
vermindert sich die Menge des adsorbierbaren Ca im Serum der para- 
thyreopriven Hunde betrachtlich und verschwindet sogar in meinen 
letzten Versuchen vollstandig. Diese Bestimmungen in der Lymphe 
beweisen nun zweifellos, daB die Verhaltnisse in der Lymphe vollig 
dieselben sind: innerhalb der Grenzen der Versuchsfehler folgt die 
Lymphe den Veranderungen des Serums. 


Diskussion der Versuche. 
Es gelang mir zu zeigen, daB unter normalen Verhaltnissen das 
Ca des Blutplasmas fast in seiner ganzen Menge — bzw. 87°,, — durch 
die Kapillarwande treten kann. Das Blutplasma-Ca ist also physiologisch 
vollkommen diffusibel. Diese Tatsache gibt aber keine Aufklarung 


a 


iiber die Frage, wie sich die Menge des ionisierten bzw. komplexen 
zueinander verhalt, wohl aber beziiglich der Natur des angeblich an 
Protein gebundenen Ca. ‘Gibt es itiberhaupt eine solche Bindung, so 
mu} entweder auch dieses Ca diffusibel sein, oder aber diese Bindung 
ist so labil, daB sie sich leicht lést und ihr Ca den Geweben abgibt. 
Etwas anders gestalten sich aber die Verhiltnisse beim Liquor. 
wo, wie wir wissen, der normale Ca-Gehalt niedriger ist als in der 
Lymphe und im Falle einer parathyreopriven Tetanie die Menge des 
Ca sich langsamer vermindert als im Blutserum. Diese Beobachtung 
wurde von Cameron und Moorhouse so erklart, daB bei der parathyreo- 
priven Tetanie der indiffusible Anteil des Ca im Blutplasma sich in 
gréBerem MaBe vermindert als die anderen Fraktionen. Da aber, 
wie oben schon erwaihnt, das Plasma kein physiologisch indiffusibles 
Ca enthalt, so muB eine andere Erklirung gesucht werden. Eine mégliche 
Erklarung ware, daB der Liquor kein Ultrafiltrat des Serums, sondern 
ein Sekret ist, dessen Ca-Gehalt den Anspriichen des Nervensystems 
angepaBt wird; der Organismus ist nun bestrebt, die Konzentration des 


Ca im Liquor auf diesem normalen Niveau zu halten. 
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Was die Verteilung der verschiedenen Ca-Fraktionen zwischen 
Blut und Lymphe betrifft, so stehen uns die folgenden Tatsachen zur 
Verfiigung. Blutserum und Lymphe haben im normalen Zustande 
denselben prozentualen Gehalt an adsorbierbarem Ca. Sinkt als Folge 
der parathyreopriven Tetanie diese Fraktion im Serum, so zeigt damit 
parallel die Lymphe dieselbe Veranderung. Wird nun angenommen, 
daB die verschiedenen Fraktionen des Plasmas miteinander verbundene, 
konjugierte Werte sind, so muB die Verainderung der einen Fraktion 

in unserem Falle die des adsorbierbaren Ca der Konjugation 
entsprechende Veranderung der zwei anderen hervorrufen. Da nun 
die Anderungen des adsorbierbaren Ca im Serum und in der Lymphe 
parallel geschehen, scheint die Annahme berechtigt, daB auch die 
Anderung des ionisierten und des an Protein gebundenen Anteils 
in derselben Richtung verlauft. 


Zusammenfassung. 


1. Inder Lymphe des Ductus thoracicus von normalen, hungernden 
Hunden kénnen 83 bis 90°, des Blutserum-Ca aufgefunden werden, 
was zeigt, daB die gesamte Ca-Menge des Blutserums physiologisch 
diffusibel ist. 

2. Durch Schiitteln mit Knochenpulver kann aus dem Serum und 
der Lymphe von normalen Hunden dieselbe Ca-Menge, namlich 43° ,,, 
entfernt werden. Demnach ist auch der physikalisch-chemische Zustand 
des Ca in beiden Fliissigkeiten derselbe. 

3. Die Diffusibilitat des Ca wird durch die parathyreoprive Tetanie 
nicht geandert ; die gesamte Ca-Menge kann also, ebenso wie bei normalen 
Tieren, zu den Geweben gelangen. 

4. Die physiko-chemischen Verhaltnisse gestalten sich bei para- 
thyreopriv tetanischen Tieren ebenso wie bei den normalen, d.h. die 
Menge des durch Knochenpulver entfernbaren Ca ist im Serum und 
in der Lymphe dieselbe. 
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Die Wirkung der Parathyreoidectomie 
auf die Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkérperchen. 


Von 
A. von Beznak. 


(Aus dem Physiologischen und allgemein-pathologischen institut 
der Universitat in Debreczen.) 


(Eingegangen am 22. Juni 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wie von mir schon in einer friiheren Arbeit festgestellt wurde (1), 
scheint die Entfernung der Parathyreoiden den negativ geladenen, 
komplexen Anteil des Blutserum-Ca zu vermindern. Da nach Linzen- 
meier (2) u. (3) u.a. die Senkungsgeschwindigkeit der roten Blut- 
kérperchen von den Ladungsverhaltnissen des Blutes abhangt, war 
zu erwarten, daB nach Entfernung der Parathyreoiden die Senkungs- 
geschwindigkeit der roten Blutkérperchen sich andern wiirde. Diese 
Frage wurde in den folgenden Experimenten untersucht. 


Methoden. 


Die Versuche sind an sechs, Hunden und drei Kaninchen ausgefiilrt 
worden. ' Darunter befander sich drei mannliche und drei weibliche Hunde 
und zwei weibliche und ein mannliches Kaninchen. 2cem Blut wurden 
bei den Hunden durch Venenpunktion, bei Kaninchen durch Herzpunktion 
entnommen und mit 0,5ccm gesittigter Natriumoxalatlésung vermischt. 
Die Mischung wurde in den Linzenmeierschen Apparat gestellt. Man 
gebraucht bei der Bestimmung der Senkungsgeschwindigkeit der roten 
Blutkérperchen im allgemeinen Natriumcitrat, in diesem Falle jedoch 
schien es nicht ratsam, Citrat zu benutzen, denn man muBte daran denken, 
da8B der negative Ca-Komplex des Blutes einen EinfluB8 auf die Senkungs- 
geschwindigkeit ausiiben wiirde. In diesem Falle brachte man vielleicht mit 
dem Ca-Citrat einen stérenden Faktor hinzu, da Citronensiure mit Ca 
komplexe Salze bildet. Wird dagegen Oxalat benutzt, so fallt das Ca 
(und Mg) als unlésliches Salz aus. Der Uberschu8 an Natriumoxalat stért 
nicht, da die Bestimmungen an demselben Tier unter denselben Bedingungen 
erstens im normalen Zustande und zweitens nach der Operation ausgefiihrt 
wurden. Die Resultate sind in den Abb. 1 und 2 dargestellt. Ein halber 
Zentimeter an den Abszissen bedeutet eine Stunde, ein Millimeter an den 
Ordinaten bedeutet ein Millimeter an dem Apparat!. Der Wert des normalen 


1 Die Abbildungen sind etwa auf '/, verkleinert. 
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Tages vor der Exstirpation der Thyreo-Parathyreoiden ist mit ununter- 
swrochener Linie, der des ersten parathyreopriven Tages mit unterbrochener 
Linie gezeichnet. Beim Hunde Nr. 4 reprasentiert die untere, unterbrochene 
Linie die Senkungsgeschwindigkeit des ersten parathyreopriven Tages, die 
bere Linie die des zweiten Tages. 


I. Versuche an Kaninchen, 


Kontrollversuche wurden ausgefiihrt, um die Frage zu entscheiden, 
ob die VergréBerung der Senkungsgeschwindigkeit nicht die Folge 
der in Athernarkose durchgefiihrten Operation ist. Hierzu wurde die 
normale Senkungsgeschwindigkeit an Kaninchen festgestellt und dann 
in Athernarkose eine kleine Scheinoperation am Hals ausgefiihrt. 
Am nachsten Tage bestimmte ich wieder die Senkungsgeschwindigkeit, 
aber keine nennenswerte Veranderung konnte beobachtet werden. 

Eine Woche spaiter wurde die Senkungsgeschwindigkeit wieder 
bestimmt und dann die auBeren beiden Gl. parathyreoideae, die neben 
der Carotis interna liegen, entfernt. Die Gl. thyreoidea braucht man 
bei dieser Operation tiberhaupt nicht zu beriihren. Am nachsten Tage 
wurde die Senkungsgeschwindigkeit wieder bestimmt. Da die Abwesen- 
heit der Parathyreoideae die einzige Verainderung ist, so muf eine Ver- 
groBerung der Senkungsgeschwindigkeit als die Folge der  Para- 
thyreoidectomie aufgefabt werden. Die an Kaninchen gewonnenen 
experimentellen Befunde sind in Abb. 1 angefiihrt. Aus diesen geht 
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hervor, da nach der Entfernung der Parathyreoideae die Senkungs- 
geschwindigkeit sich erhéht. Tetanische Symptome konnten iiberhaupt 
nicht beobachtet werden. Wie bekannt, zeigen sich tetanische Symp- 
tome bei Kaninchen selbst im Falle einer totalen Thyreo-Parathyreoid- 
ectomie nur selten. Da in unserem Falle nur ein Teil der Parathyreoideae 
entfernt wurde, war das Erscheinen der Tetanie nicht zu erwarten, 
obwohl das Ca-Niveau des Serums sich erniedrigte. 


II. Versuche an Hunden, 


Die Experimente an Hunden verliefen etwas verschieden, denn bei 
diesen Tieren gelingt es nicht, die Parathyreoideae ohne die Thyreoidea 
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zu entfernen. Nachdem die Senkungsgeschwindigkeit am Blute der 
normalen Hunde bestimmt war, folgte in Athernarkose unter sterilen 
Bedingungen eine totale Thyreo-Parathyreoidectomie. 24 Stunden 
nach dieser Operation wurde die Senkungsgeschwindigkeit wieder 
bestimmt. 

Im Gegensatz zum Verhalten der Kaninchen erschienen bei Hunden 
schon 24 Stunden nach der Operation die tetanischen Symptome, 
nimlich tonische und klonische Krampfe, Hyperpnoe und Fieber mit 
ausgesprochenem Durst. Auch konnte eine bedeutende Abnahme 
im Ca-Gehalt des Serums wahrgenommen werden. Aus den in Abb. 2 
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Abb. 2. 


dargestellten Versuchsresultaten geht deutlich hervor, dab, obwoh! 


die Senkungsgeschwindigkeit der normalen Hunde grofBe individuelle 
Schwankungen zeigt, nach der Entfernung der Thyreo-Parathyreoideac 


sich die Senkungsgeschwindigkeit ausnahmslos erhéht. 








all 


> 








h] 
lle 


ae 








Parathyreoidectomie und Senkungsgeschwindigkeit usw. 315 


Diskussion der Versuchsresultate. 


Aus den Versuchen geht hervor, daB sowohl die totale Thyreo- 
-Parathyreoidectomie bei Hunden, wie die halbe Parathyreoidectomie 
bei Kaninchen eine VergréBerung der Blutkérperchensenkungs- 
geschwindigkeit verursacht. Der Ausfall der Parathyreoideafunktion 
allein spielt also nach den Kaninchenversuchen hierbei zweifellos eine 
Rolle. 

Eine andere Frage ist aber, ob bei der totalen Thyreo-Parathyreoid- 
ectomie an Hunden, neben dem Parathyreoideaausfall, nicht auch die 
Entfernung der Thyreoidea einen EinfluB ausiibt. Rundstrém und 
Schou (4) bestimmten die Senkungsgeschwindigkeit der roten Blut- 
kérperchen von normalen und thyreopriven Schafen und haben bei 
letzteren eine Vergr6Berung beobachtet. Bei der Verwertung dieser 
Ergebnisse muB aber daran gedacht werden, daB die Entfernung der 
Thyreoidea ohne irgendeine Verletzung des Parathyreoideasystems 
auf groBe Schwierigkeiten st6Bt. Da die genannten Autoren betonen, 
daB die Parathyreoideae bei der Exstirpation intakt bleiben, so miissen 
wir annehmen, da bei totaler Thyreo-Parathyreoidectomie auch der 
Thyreoidea eine Rolle bei der VergréBerung der Senkungsgeschwindig- 
keit zukommt. 

Bei den hier beschriebenen Experimenten mu man aber die 
folgenden Gesichtspunkte betrachten. Die VergréBerung der Senkungs- 
geschwindigkeit auBert sich schon 24 Stunden nach der Parathyreoidea- 
exstirpation. Ebenso verhalten sich die anderen physiologischen 
Svmptome, wie z. B. die Abnahme des Ca im Serum. Die typischen 
physiologischen Symptome der Thyreoideaentfernung zeigen sich aber 
erst nach mehreren Tagen. Meine Kaninchenversuche zeigen nun, dab 
bei reiner Parathyreoidectomie, wobei die Thyreoideae intakt und sogar 
noch funktionierende Parathyreoideae zuriickbleiben, die VergréBerung 
der Senkungsgeschwindigkeit ebenso schnell eintritt wie nach totaler 
Thyreo-Parathyreoidectomie bei Hunden. Demnach ist die Ursache 
der Zunahme der Senkungsgeschwindigkeit in meinen Versuchen die 
Entfernung der Parathyreoideae. 

Die nachste Frage ist, was fiir eine physikalisch-chemische Ver- 
ainderung des Blutes die VergréBerung der Senkungsgeschwindigkeit 
verursacht. 


Es wurde bekanntlich festgestellt, daB sowohl das spezifische 
Gewicht der roten Blutkérperchen [Gerldéczy (5)] als auch die Viskositat des 
Plasmas und dessen Ionenkonzentration [ Klobusitzky (6)] eine Wirkung 
auf die Senkungsgeschwindigkeit ausiiben. Von groBer Wichtigkeit 
ist besonders die elektrische Ladung der roten Blutkérperchen und 
der Gehalt des Plasmas an positiv und negativ geladenen Teilen [ Linzen- 
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meier (2) u. (3)].. Eine Veranderung von irgendeinem dieser mannig- 
faltigen Faktoren wurde bisher im Serum von parathyreopriven Hunden 
nicht beschrieben. Dagegen betont Greenwald (7), daB im Serum durch 
die Entfernung der Parathyreoideae nur eine einzige Veranderung 
stattfindet: das Sinken des Ca-Gehaltes. Man muB® deshalb daran 
denken, daB zwischen der Erhéhung der Senkungsgeschwindigkeit und 
dem verminderten Ca-Gehalt des Blutes irgendein Zusammenhang 
besteht. Uehara (8) hat schon darauf aufmerksam gemacht, daf in 
solchen pathologischen Fallen, wo der Gehalt an Ca im Serum niedrig 
ist, wie z. B. bei eiterigen Krankheiten, Geschwiilsten, Schwangerschaft 
die Senkungsgeschwindigkeit groB ist. Mit diesem letzteren Befund 
scheint in Widerspruch zu stehen, daB, um die Senkungsgeschwindigkeit 
durch Zugabe von Ca-Salzen zu beeinflussen, man die Konzentration der 
Ca-Ionen viel erheblicher verindern muB, als es in pathologischen 
Fallen iiberhaupt vorkommt. Die vergréBerte Senkungsgeschwindigkeit 
kann also nicht die Folge des verminderten Gehalts an Ca-Ionen sein. 
Gegen diese Auffassung spricht auch die Tatsache, daB der Unterschied 
zwischen normalem und parathyreoprivem Blute sich gerade im Oxalat- 
plasma auBert, das gar kein Ca mehr enthilt. Ware also der Unterschied 
die Folge der verschiedenen Ca-Ionenkonzentration, so sollte man 
im Oxalatplasma iiberhaupt keine Differenz sehen. Es muB also im 
Plasma der parathyreopriven Hunde ein anderer Faktor sich ver- 
andert haben, welcher durch die Entfernung des Ca nicht beeinfluBbt 
wird. Jedoch scheint das Ca sich mit diesem Faktor parallel zu ver- 
aindern. 

Ich glaube, daB die Erklirung mit dem negativen Komplex zu- 
sammenhangt, der mit einem Teile des im Serum vorhandenen Ca ein 
Komplexsalz bildet [Alinke (9)]. Das Blut enthalt bekanntlich das 
Ca in drei verschiedenen Formen. Ein Teil des Ca, ungefahr 40 
ist an Serumprotein in nicht ultrafiltrierbarer Form gebunden, ein 
anderer Teil ionisiert (10 bis 20°.) und ein dritter (40 bis 50°.) an 
positive Adsorbenzien adsorbierbar, daher vermutlich an einen groben 
negativen Komplex gebunden [Klinke (2) 1. ¢.]. Hinsichtlich dieser 
letzteren Form wurde gezeigt, dafB ihre Menge im Serum nach der 
Entfernung der Parathyreoiden rasch sinkt [ Beznak (1)]. 

Die roten Blutkérperchen (Linzenmeier,1.c.) sind bekanntlich 
negativ geladen. Werden aus dem Plasma negative Teilchen entfernt., 
so muB sich natiirlich die Suspensionsstabilitat der roten Blutkérperchen 
vermindern, weil diese aus dem Plasma leicht positive Teilchen adsor- 
bieren. Sie werden dann schneller agglutiniert und sinken zu Boden 
Ist diese Auffassung richtig, so miissen die roten Blutkérperchen lang- 
samer sinken, wenn man das Plasma mit negativen Adsorbenzien aus- 


schiittelt, waihrend nach Ausschiitteln mit positiven Adsorbenzien die 
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Senkungsgeschwindigkeit sich vergréBern muB. Dab das wirklich der 
Fall ist, wurde von Linzenmeier bewiesen. 

Ich nehme deshalb an, da die vergréBerte Senkungsgeschwindig- 
keit nach Exstirpation der Gl. parathyreoideae eine Folge der Ver- 
minderung der negativ geladenen Komplexe im Blute ist. 

Die VergréBerung der Senkungsgeschwindigkeit nach der Ent- 
fernung der Parathyreoideae ist auch von einem anderen Gesichtspunkt 
aus interessant. Fahraeus (10) beobachtete, daB die Senkungs- 
geschwindigkeit des Blutes von Schwangeren erhéht ist. Ist die Er- 
héhung der Senkungsgeschwindigkeit fiir die Parathyreoidectomie 
charakteristisch, so liegt die Annahme nahe, da} wahrend der Schwanger- 
schaft die Funktion der Parathyreoideae vermindert wird. Diesbeziiglich 
ist bemerkenswert, da latente Tetanien in der Schwangerschaft oft 
manifest werden. Diese Erscheinung wurde allgemein darauf zuriick- 
gefiihrt, daB die Entwicklung des Knochensystems des Embryos den 
Ca-Stoffwechsel der Mutter sehr in Anspruch nimmt. Man kénnte 
aber umgekehrt annehmen, da die Schwangerschafttetanie ebenso 
ein Symptom der Hypofunktion der Parathyreoideae ist, wie die Ver- 
minderung der negativen Komplexe, deren Folge die Erhéhung der 
Senkungsgeschwindigkeit und die Abnahme des Blut-Ca ist. Diese 
Hypothese braucht jedoch weitere experimentelle Unterstiitzungen. 


Zusammenfassung. 


1. Entfernt man die Parathyreoideae bei Kaninchen und Hunden, 
so erhéht sich die Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkérperchen. 

2. Aus dieser Beobachtung wird auf eine Verminderung des Ge- 
haltes des Blutes an.dem negativ geladenen Ca-Komplex gefolgert. 
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ber die - aldehydbik in der Leber. 
Uber die Acetaldehydbildung in der Let 


I. Mitteilung: 
Methodik. 


Von 
A. Bornstein und Hermann Mayer. 


{Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Hamburg 
(Krankenhaus St. Georg).] 


(Eingegangen am 22. Juni 1930.) 


In ihren bekannten Arbeiten haben Newberg und Gottschalk! den 
Beweis erbracht, daB Acetaldehyd im Leberbrei aus gewissen Kohlen- 
hydraten gebildet wird. Wir beabsichtigten, die Méglichkeit der Aldehyd- 
bildung aus einigen pharmakologisch wichtigen Substanzen zu unter- 
suchen; es zeigte sich jedoch bald, daB in den methodischen Grund- 
lagen einige Schwierigkeiten lagen, aus denen wir anfangs keinen Ausweg 
fanden. Wir wollen hier aber gleich vorwegnehmen, daB wir spiter 
die Angaben von Neuberg und Gottschalk, soweit wir sie nachgepriift 
haben, vollinhaltlich bestatigt fanden, wenn wir das gleiche Versuchs- 
objekt, nimlich die Meerschweinchenleber, benutzten. 

Im allgemeinen gebrauchten wir jedoch zunachst aus duBeren 
Griinden Hundelebern. Nachdem die Versuchstiere mit Morphium 
und Chloralose narkotisiert waren, wurde ihnen 60°, ihres Blutes 
durch AderlaB aus der Carotis zu anderen Zwecken entnommen, das 
entnommene Blut durch physiologische NaCl-Lésung ersetzt und 
l, Stunde spater, nachdem die Bauchhéhle eréffnet war, nochmals 
so viel Blut entnommen, wie aus der Ader floB8. Darauf wurden fiir andere 
Zwecke Organe entfernt — z. B. eine Niere oder die Extremitaten 
und dann zuletzt, bei noch schlagendem Herzen, die Leber entnommen 
und die Gallenblase entfernt. Die Leber wurde dann unter der Wasser- 
leitung, in spateren Versuchen mit physiologischer NaCl-Lésung, 
abgespilt, in einem Lapatieschen Zerkleinerungsapparat zermahlen, 


1 C. Neuberg u. A. Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 164 u. 185, 1924; 
158, 253, 1925. 
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ind darauf Proben genau nach dem von Neuberg und Gottschalk an- 
gegebenen Verfahren mit Calciumsulfit angesetzt, im Brutschrank 
5 Stunden stehengelassen und darauf der gebildete Aldehyd nach- 
gewiesen. So vorbehandelte Lebern enthalten, wie wir uns des 6fteren 
iberzeugt haben, nur Spuren Glykogen. Wenn wir so vorgingen, haben 
wir niemals im Leberbrei eine Aldehydbildung gefunden. Die Riminische 
Reaktion blieb immer negativ, und auch titrimetrisch wurde nur der 
Blindwert wiedergefunden, d.h. die zwei bis drei Tropfen, die man 
auch findet, wenn man die Hydroxylaminsulfatlésung ohne Zusatz 
von Leberdestillat verarbeitet. Auch bei Zusatz von Traubenzucker 
konnten wir uns nicht von einer sicheren Aldehydbildung tiberzeugen ; 
auch dann nicht, wenn wir Insulin zusetzten. 


Dagegen gelang es immer, nach Zusatz von Athylalkohol groBe 
Mengen von Aldehyd aufzufangen, etwa von der GréBenordnung der 
von Neuberg und Gottschalk gefundenen. 


Es war uns bekannt, daB die Leber nur noch Spuren Glykogen 
enthielt, bei der Art, wie wir sie aus den Versuchstieren gewannen. 
Wir setzten demnach '. bis 1 g Glykogen zu 30 g Leberbrei zu und fanden 
dann jedesmal erhebliche Aldehydmengen nach 5 Stunden Bebriitung, 
ebenfalls in der Gr6éBenordnung der von Neuberg und Gottschalk ge- 
fundenen. 


Die von uns benutzte Versuchsanordnung scheint uns eine Besonder- 
heit zu besitzen: Die glykogenfreie Hundeleber bildet an sich tiherhaupt 
keinen Aldehyd, sondern nur dann, wenn thr gewisse Substanzen zugesetzt 
werden. Die Resultate zeichnen sich daher durch besondere Klarheit 
aus, und wir haben deswegen diese Methode auch fiir weitere Frage- 
stellungen angewandt. 


Versuchsprotokolle. 

Im ganzen sind 148 Lebern, meist von Hunden, verarbeitet worden. 
Nur wenige Meerschweinchen wurden benutzt. Die letzteren ergaben 
im wesentlichen die gleichen Resuitate wie bei Newberg und Gottschalk, 
so daB wir auf ihre Wiedergabe verzichten kénnen. Von den Hunde- 
versuchen geben wir nur einige Beispiele. 

1. Keine Bildung von Aldehyd durch Leberbrei; Bildung bei Zusatz 
von Alkohol. 


Versuch 72. 30g Leberbrei, 3 g CaS O,, 300 cem Tyrode-Phosphatlésung ; 


PH 6.5. 
a) Kontrolle ohne Alkohol . .... . . 0.0 mg Aldehyd 
ng ge) 6 a 6 ariel cor ie s 
ee Se, ee - se 
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2. Keine Bildung von Acetaldehyd durch Leberbrei; keine Bildung bei 
Zusatz von Traubenzucker. 
Versuch 147. Versuchsanordnung wie vor. 
a) Kontrolle ohne Traubenzucker . . . . 0,0 mg Aldehyd 
b) mit 1g Traubenzucker. ...... .0,0 = ,, ‘ 


3. Keine Bildung von Acetaldehyd aus Leberbrei; keine Bildung nach 
Zusatz von Zucker plus Insulin. Insulinzusatz 1 ccm unmittelbar bei 
Beginn des Versuchs, ferner noch 1 cem nach zwei Stunden. 


Versuch 134. Versuchsanordnung wie vor. 


a) Kontrolle ohne Zusatz . . . .. . . . 0,0 mg Aldehyd 
b) mit 1 g Traubenzucker . ra 08 »w ‘ 
¢) mit 1 g Traubenzucker plus 40 FE Insulin 0,0 — ,, 9 


4. Keine Bildung von Acetaldehyd aus Leberbrei; Bildung nach Zusatz 
von Glykogen. 


Versuch 128. Versuchsanordnung wie vor. 


a) Kontrolle ohne Zusatz . . ... . . . 0,0 mg Aldehyd 
Dp) mt O.5¢@ Giykoom .........- 6,78 ,, o 
Versuch 136. Versuchsanordnung wie vor. Leber eines phloridzin- 
diabetischen Hundes. 

a) Kontrolle ohne Zusatz . . . . . . . . 0,0 mg Aldehyd 

oe ee ee eer eee ee os 

c) mit 1g Traubenzucker. .. . 0,0 

d) mit 1 g Traubenzucker plus 40 E Insulin 6,0 — ,, o 
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Die Acetaldehydbildung in der Leber. 


Il. Mitteilung: 


Einige Kohlenhydrate Wid verwandte Stoffe als Aldehydbildner. 


Von 
A. Bornstein und R. Pantke. 


fAus dem pharmakologischen Institut der Universitat Hamburg 
(Krankenhaus St. Georg). ] 


(Eingegangen am 22. Juni 1930.) 


I. 

In der vorhergeherden Mitteilung war dariiber berichtet worden, 
daB die Hundeleber zwar aus zugesetztem Glykogen Acetaldehyd 
zu bilden imstande ist, nicht aber aus Traubenzucker. Sie war dadurch 
anscheinend prinzipiell von der Meerschweinchenleber verschieden, 
die nach Neuberg und Gottschalk! sehr wohl das genannte Monosaccharid 
zur Aldehydbildung verwenden konnte. Es schien aber andererseits 
upwahrscheinlich, da die Leber zweier Siugetierarten mit einem 
der wichtigsten Nahrungsstoffe so fundamental verschieden verfahren 
sollte, und wir suchten daher diesen Widerspruch zu klaren. 

Zuniachst zeigte sich, daB auch nach Zusatz von Insulin aus Trauben- 
zucker kein Aldehyd entstand; es lag also nicht an einem’ geringeren 
Gehalt der Hundeleber an diesem Hormon. Auch Starke und Milch- 
zucker reagierten in zwei Versuchen, die wir anstellten, negativ, wahrend 
in einer gréBeren Versuchsreihe Fruchtzucker sich in sechs von acht 
Versuchen als Aldehydbildner erwies. Zwei von diesen acht Versuchen 
waren negativ, in zwei weiteren war die Riminische Reaktion auf Acet- 
aldehyd negativ, obgleich Aldehyd titriert wurde. In einem der beiden 
negativen Versuche trat noch Aldehydbildung in einem Ansatz auf, 
in dem neben Fruchtzucker auch Insulin zugesetzt war. Die Riminische 
Reaktion war gelegentlich stairker, meist aber schwacher als nach 
Glvkogen: in sechs Versuchen, in denen wir gleichzeitig Fruchtzucker 
und Glykogen ansetzten, fand sich im Mittel aus ', g Glykogen 0,35 mg 


bend 


1 Siehe I. Mitteilung. 
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Aldehyd, aus !, g Fruchtzucker 0,24 g Aldehyd gebildet. In dem Ver- 
halten gegeniiber Fruchtzucker stimmte also die Hundeleber mit der 
Meerschweinchenleber tiberein. 

Von Aminosduren untersuchten wir namentlich Alanin, nachdem 
in drei Versuchen mit Glykokoll, entsprechend den Beobachtungen 
von Neuberg und Gottschalk keine Aldehydbildung gefunden werden 
konnte. In neun Versuchen fehlte nur in einem Versuch die Aldehyd- 
bildung vollkommen, in zwei weiteren Versuchen wurden zwar geringe 
Mengen Aldehyd titriert, doch war die Riminische Reaktion negativ 
Im Mittel ergab '4g Alanin 0,22 mg Aldehyd, ungefaihr ebensoviel 
wie der Fruchtzucker. Auch hier entsprach das Verhalten der Hunde- 
leber durchaus dem der Meerschweinchenleber. 

Es blieb als Ausnahme demnach insbesondere der Traubenzucker 
iibrig. Auf die Lésung dieses scheinbaren Widerspruchs kamen wir erst, 
als wir Traubenzucker mit Glykogen kombinierten. Dabei fanden wir, 
wenn Glykogen + Traubenzucker zugesetzt waren, eine stdrkere Aldeh yd- 
bildung, als wenn der gleiche Leberbrei mit Glykogen allein angesetzt 
wurde. Im Mittel bildeten 1, g Glykogen 0,28 mg Aldehyd, !.¢ 
Glykogen + 1'., g Traubenzucker 0,41 mg, Traubenzucke: allein keinen 
Aldehyd. 

Zunachst war nicht abzusehen, warum dies geschah, und wir kénnen 
auch jetzt noch nichts tiber den Mechanismus dieser Reaktionen aus- 
sagen. Wir versuchten festzustellen, ob es sich um ein spezielles In- 
einandergreifen des Glykogen- und Traubenzuckerstoffwechsels handelt 
oder ob auch bei anderen Aldehydbildnern die Verhaltnisse ahnlich 
liegen. Unsere Beobachtungen ergaben, daB tatsachlich eine allgemeinere 
Regel vorliegt. -Zunachst zeigt sie sich bei Fruchtzucker (Mittel aus 
zwei Versuchen) in ganz besonders ausgepraigter Weise: 


14g Glykogen bildet. . . .... . . . 0,43 mg Aldehyd 
Y%4 g Fruchtzucker bildet ....... . 0,16 ,, ™ 
144g Glykogen + % ¢g Fruchtzucker bilden 1,65 ,, sas 


Aber auch die Kombination Glykogen + Alanin folgte der gleichen 
Regel, denn in zwei Versuchen bildet im Mittel: 


Glykogen . . . . . 0,57 mg Aldehyd 
ene se eg Ss Oe os 
Glykogen + Alanin. 2,27 ,, m4 


Ahnliche Potenzierungen mehrerer Substanzen sind _ iibrigens 
auch sonst im Kohlenhydratstoffwechsel, insbesondere bei der Hefe- 
girung bekannt. 


In neueren englischen Arbeiten findet sich die Angabe, daB der 
Abbau des Traubenzuckers durch die Leber durch Zusatz von Organbrei 
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in die Wege geleitet werden kann: Leber in Kombination mit Niere 
oder mit Gehirn soll den Traubenzucker so abbauen, wie Leber allein 
das Glykogen abbaut. Wir versuchten in einigen Leberbreiansatzen 
durch Zusatz einer Suspension von Gehirnbrei eine Aldehydbildung 
aus Traubenzucker zu erzielen. Es gelang uns nicht. Das Resultat 
war gleichfalls negativ, wenn wir zur Leber eine Nierensuspension 
zusetzten. 


II. Abbauprodukte der Kohlenhydrate. 


Wir gingen in weiteren Versuchsreihen von der Beobachtung aus, 
die schon Neuberg und Gottschalk gemacht hatten, daB Athylalkohol 
sehr viel mehr Aldehyd bildet als Glykogen. Die Hundeleber verhalt 
sich darin ahnlich der Meerschweinchenleber. In acht Versuchen 
schwankte die Aldehydbildung aus Alkohol in den engen Grenzen 
von 1,29 und 1,76 mg, also im Mittel 1,50 mg, entsprechend 430°, 
des Mittelwertes der Glykogenversuche (0,35 mg). Es liegt nahe, diese 
Tatsache so zu interpretieren, daB zur Bildung von Aldehyd aus Alkohol 
nur ein Ferment erforderlich ist, daB immer in ziemlich gleicher Menge 
vorkommt, daB hingegen Glykogen von mehreren Fermenten abgebaut 
wird, der quantitative Verlauf der Aldehydbildung also von dem Ferment 
bestimmt wird, daB gerade in kleinster bzw. relativ kleinster Menge 
vorhanden ist. 


Schon Newberg und Gottschalk hatten ahnliche Versuche mit Meer- 
schweichenorganen angestellt. Wir benutzten fiir unsere Hundeleber- 
versuche Methylglyoxal, Dioxyaceton! und Brenztraubensaure. Methyl- 
glyoxal, daB wir nach der Methode von Fischer und Taube® aus Dioxy- 
aceton darstellten, erwies sich als unbrauchbar, da es schon bei der 
Destillation ohne Leberzusatz grobe Aldehydmengen bildete. Brenz- 
traubenséure konnte nur als Natriumsalz benutzt werden, da die freie 
Saure mit Wasserdimpfen fliichtig ist und die Titration des Acet- 
aldehyds stért. Es ergab sich, daB Dioxyaceton etwa soviel Aldehyd 
bildete wie Glykogen (im Mittel 0,36 mg gegeniiber 0,35 mg aus Gly- 
kogen). Brenztraubensaures Natrium war von allen Substanzen, die 
wir benutzten, diejenige, die die weitaus gréBten Aldehydmengen 
bildete, namlich im Mittel 3,45 mg, also ungefahr 1000°, des Mittels 
der Glykogenversuche ! 


Auch Muskelbrei ergab in einem Versuch betrachtliche Mengen 
Aldehyd aus Brenztraubensiure (1,16 mg). 


1 Fiir die Uberlassung der Versuchsmengen sind wir der I. G. Farben- 
industrie zu Dank verpflichtet. 
2 Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie IIT, 232, 1930. 
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Ill. Besprechung. 


Unser Hauptresultat ist: LaBt man Leberbrei auf ein Gemisch 
von Glykogen und gewissen anderen Kohlenhydraten oder Kohlen- 
hydratbildnern einwirken, so entsteht mehr Aldehyd, als wenn man 
Glykogen und das andere Kohlenhydrat, jedes fiir sich allein, mit Leber- 
brei zusammenbringt. Am klarsten liegen die Verhaltnisse bei Trauben- 
zucker. Er selbst bildet iberhaupt keine nachweisbaren Mengen Aldehyd ; 
kombiniert man ihn aber mit Glykogen, so wird mehr Aldehyd gebildet 
als durch Glykogen allein. Noch starker potenzieren sich Glykogen 
+. Fruchtzucker sowie Glykogen + Alanin. 


Eine Erklarung dieser Tatsache kénnen wir noch nicht geben. 
Wir méchten aber auf eine bemerkenswerte Analogie hinweisen. Be- 
kanntlich ist zur vollstandigen Verbrennurg der Fette die Anwesenheit 
betrachtlicher Kohlenhydratmengen notwendig.  ,,Die Fette ver- 
brennen am Feuer der Kohlenhydrate‘, wie ein sebr anschaulicher, 
wenn auch nicht ganz bewiesener Ausspruch eines beriihmten Klinikers 
lautet. Die Analogie geht aber noch weiter. Nicht jedes Kohlenhydrat 
kann die Verbrennung der Fette anregen; Traubenzucker kann noch 
in betrachtlichen Mengen im Organismus seia, und trotzdem kann es 
zur unvollstandigen Fettverbrennung kommen. Damit Fett vollstandig 
verbrennt, mub Glykogen im Organismus sein. Man miiBte also .agen, 
daB ,, Fett am Feuer des Glykogens verbrennt*‘, und man kénnte demnach 
weiter nach unsren Versuchen sagen, daB nicht nur tiir die Verbrennung 
von Fett, sondern auch von Traubenzucker, Fruchtzucker und Alanin 
die gleichzeitige Verbrennung von Glykogen sehr erwiinscht, bei 
Traubenzucker sogar nétig erscheint. Wenn wir sagen wiirden: ,,Fett- 
siuren, Monosaccharide und gewisse Aminosaduren verbrennen am Feuer 
des Glykogens*, so ware das eine Umschreibung der Tatsachen, die dem 
obigen Schlagwort entspricht und eine groBbe Anzahl von Tatsachen 
auf eine gemeinsame Regel bringt. Doch soll nicht verkannt werden, 
daB auch andere Auffassungen méglich sind. 


Auf eine weitere Analogie sei hingewiesen. Die spezifisch-dynamische 
Wirkung der EiweiSkérper und Aminosauren, wie Alanin, ist vielfach 
gréBer im Zustand der Fiillung der Glykogenspeicher als im hungernden 
Organismus. Ké6nnte sich das so erklaren, daB die genannten Amino- 


siuren dann besonders stark verbrennen und eine starkere spezifisch- 
dynamische Wirkung haben, wenn Glykogen gleichzeitig verbrennt ’ 
Auffallend ist, daB die Potenzierung des Alanins fast identisch mit der 
des Fruchtzuckers ist (s. Tabelle II, 8.325). Das 14Bt daran denken, 
daB der Abbaumedus des Kohlenhydratbildners Alanin eher dem des 
Fruchtzuckers als dem des Traubenzuckers ahnelt. Weitere Versuche 
sind im Gange, um manche sich neu ergebenden Fragen zu lésen. 
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Bemerkenswert ist schlieBlich die groBe Differenz zwischen Dioxy- 
weton und Brenztraubenséure. Sie scheint uns dafiir zu sprechen, 
daB das Oxydationsferment, das vom Dioxyaceton zur Brenztrauben- 
siure fiihrt, schwacher wirksam ist, als das carboxylatische Ferment, 
das die Brenztraubensiure in Acetaldehyd verwandelt. 


IV. Zusammenfassung. 

Die von uns gefundenen Tatsachen werden in den Tabellen I 
und II wiedergegeben, die die Mittelwerte aus unseren Versuchen 
enthalten. 

Tabelle I. 


Bildung von Acetaldehyd in 30 g Hundeleberbrei. 





gebildeter Acetaldehyd 


mg Glykogen = 100 

Leber ohne Zusatz...... 0 0) 
+ Glykopen. ..... 0.35 100 

+ Traubenzucker ... 0 0 

+ Fruchtzucker ... . 0,24 70 

+ Glykokoll. ..... 0 0 
a 0,22 60 

i + Dioxyaceton .... 0.36 100 
i + Brenztraubensaure. . 3,45 1000 
- + Athylalkohol .... 1,50 439 
+ Methylalkohol. ... 0 0 


NB. Wenn nichts weiter gesagt ist, ist von allen Substanzen 14 g 
genommen. Von den Aminosduren nahmen wir | g. Das ist vergleichsweise 
mehr als 45 g Kohlenhydrate, wenn wir annehmen, da8 alle drei Kohlenstoff- 
atome des Alanins quantitativ in Zucker iibergehen kénnen. Nehmen wir an, 
daB dies doch nur unter besonders giinstigen Umstanden der Fall ist, so 
haben wir vielleicht der Gr68enordnung nach vergleichbare Alaninmengen 
benutzt. 

Mit Athylalkohol haben wir éfters Parallelversuche angestellt, 
indem wir je eine Probe mit 1 ccm, eine zweite mit 0,1 cem Alkohol 
ansetzten. Beide Versuchsreihen ergaben fast identische Werte. 


Tabelle Il. 


Kombination von Glykogen mit anderen Stoffen. 


Glykogen — Traubenzucker . 146 
Glvkogen Fruchtzucker. . 280 
Glykogen + Alanin. . . . . 284 


Die Summe der Aldehydbildung von Glykogen und dem_be- 
treffenden Stoff, jedes fiir sich in einer Leberprobe, wird gleich 100 
gesetzt. Wird Glykogen plus der betreffende Stoff gemeinsam einer 


Probe der gleichen Leber zugesetzt, so erhalt man die obigen Werte 
(Mittelwerte). 


Die Acetaldehydbildung in der Leber. 


Ill. Mitteilung: 
Acetaldehydbildung bei AussehluB yon Bakterien. 
Von 
H. Globig und R. Pantke. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Hamburg und dem 
bakteriologischen Institut des Allgemeinen Krankenhauses St. Georg.) 


(Einaegangen am 22. Juni 1930.) 
Chemischer Teil. 
(R. Pantke.) 


Toenniessen! behauptet, daB ,,einwandfreie Versuche, die jede 
Mitwirkung von Bakterien ausschlieBen, und eine irgendwie erheblichere 


Spaltung der Brenztraubensiure in Acetaldehyd und Kohlensaéure 


durch tierische Gewebe beweisen, bislang nicht vorliegen**. Er glaubt, 
daB die bisherigen Mitteilungen iiber eine deutliche Carboxylase- 
wirkung tierischer Zellen durch Mitwirkung von carboxylatisch wirk- 
samen Bakterien zu erklairen seien. 

Durch diese Angabe wiirde alles, was wir durch die bisherigen 
Arbeiten, insbesondere von Neuberg und Gottschalk, iiber Acetaldehyd- 
bildung in tierischen Geweben zu wissen glauben, in Zweifel gezogen. 
Wir haben daher, um die Berechtigung dieser Kritik zu untersuchen, 
eine Nachpriifung der tatsaéchlichen Unterlagen vorgenommen. 

Das Ansetzen und Aufarbeiten der Leberbreiversuche geschah 
an sich, wie in der ersten Mitteilung beschrieben: nur wurde in diese! 
Versuchsreihe der bakteriologischen Seite besondere Aufmerksamkeit 
geschenkt (siehe bakteriologischer Teil). 

Als Zusatze wurden hauptsachlich Athylalkohol und Brenztrauben- 
sdure gegeben, in einigen Ansaitzen im Hinblick auf die Versuche unserer 
zweiten Mitteilung auch Traubenzucker, Fruchtzucker und Alanin 


1 Klin. Wochenschr. 1930, 8.211; Zeitschr. f. physiol. Chem. 1587, 
137—159, 1930. 
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Die in der Tabelle mitgeteilten Versuchsprotokolle zeigen im Zu- 
sammenhang mit unseren friiheren Versuchen und den bakeriologischen 
Befunden deutlich, daB die Bildung von Acetaldehyd aus verschiedenen 
Zusatzen auf die Leberzellen und nicht auf zufallige Verunreinigungen 
der Leberbreiansatze durch Bakterien zuriickzufiihren ist. 


Tabelle I. 


Aus 30 g Leberbrei erhaltene Milligramm Acetaldehyd bei Zusatz von: 





Brutzeit 1 cem » l _ . : ecm . . - 
renztrauben- raubenzuckKer £ nin 

Sta. Athylalkohol paths 15%. ig ; 
18. IIT. 4 1,13 1,69 0 0),22 
31. HT 4 1,16 3,28 
14. 1V. + 1,058 3,87 0 
16. 1\ 1 1,92 
Sr. ¥. 1 2,27 
4. VI 1 1,94 


Bakteriologischer Teil. 
(H. Globigq.) 

Es muB zuniachst zugegeben werden, da®B verschiedene Mikro- 
organismen Acetaldehyd bilden kénnen. Bei der Gartatigkeit der Hefen 
entsteht Acetaldehyd direkt aus Brenztraubensiure, ebenso entsteht, 
wie Neuberg zeigte, Acetaldehyd aus Zucker! und anderen Stoffen 
unter Einwirkung von anderen Mikroorganismen, z. B. Colibazillen 
und Fraenkelschen Gasbazillen. Es sind daher Versuche, die denselben 
Vorgang der Acetaldehydbildung fiir Fermente anderer Herkunft 
beweisen sollen, so lange nicht kritikfest, als eine eventuelle Mitwirkung 
von Bakterien nicht hinreichend ausgeschlossen werden kann. 


Nachdem sich bei der ersten bakteriologischen Priifung (Versuch 
vom 18. Marz) gezeigt hatte, daB bei iiblicher sauberer Arbeitsmethode 
mit sterilisierten Apparaten und GefaiBen ein gréBerer Bakteriengebalt 
nicht vermeidbar war (in den einzelnen Kolben: 16000 bis 164000 
Keime Bact. coli pro Kubikzentimeter), wurde bei den folgenden Ver- 
suchen mit peinlicher Sorgfalt auf aseptisches Vorgehen in jeder Be- 
ziehung geachtet. 

Es kam uns dabei die in der vorhergehenden Mitteilung angefiihrte 
Tatsache zugute, daB bei Zusatz von Methylalkohol im Leberbrei keine 
Bildung von Acetaldehyd stattfindet. So konnten wir die steril dem 
Tierkérper entnommene Leber zur Sicherheit noch mit Methylalkohol 
abbrennen und dann steril weiter verarbeiten. Die abgebrannte Leber- 


1 Diese Zeitschr. 96, 133, 1919. 
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oberflache wurde mit steriler Schere beseitigt, so daB nur unversehrtes 
Lebergewebe zur Verwendung kam. 

Es galt nach Beendigung der Versuche sich durch griindliche 
bakteriologische Priifung davon zu iiberzeugen, in welchem Mabe 
es nun gelungen war, bakterielle Verunreinigungen auszuschalten 
Die Priifung hatte sich auf Feststellung der Keimzahl und Keimart 
zu erstrecken. Um wirklich alle lebenden Keime, auch die eventuell 
schon in ihrer Lebensfahigkeit beeintrachtigten dem Nachweis nicht 
entgehen zu lassen, wurden optimale Nahrbéden angewandt und zwar 
Menschenblutagar zum Nachweis aerob wachsender Keime, Liborius- 
schittelkulturen (2°, Traubenzuckeragar und Ascites) fiir Anaerobier. 
Die Versuchskolben wurden wahrend der Bebriitung mehrmals durch- 
geschiittelt, um eine méglichst gleichmaBige Verteilung allenfalls ge- 
wachsener Keime herbeizufiihren. Bei den ersten drei Versuchen wurden 
nach Beendigung der vierstiindigen Bebriitung jedem Kolben vor noch- 
maligem griindlichen Durchschiitteln 1 ccm Leberaufschwemmung 
entnommen und damit in physiologischer NaCl-Lésung Verdiinnungen 
von 1:10, 1: 100, 1: 1000 hergestellt. Von diesen Verdiinnungen 
wurde je lcem in Blutagar und Traubenzuckerascitesagar gebracht. 
Nach 48- und 72stiindiger Bebriitung wurden die aufgekommenen 
Kolonien ausgezahlt ; danach wurde der Keimgehalt pro Kubikzentimeter 
berechnet. 

Bei den Versuchen vom 16. und 27. Mai wurden die Leberansatze 
nur | Stunde bebriitet, es wurden aber die Kolben, um die Anwarmung 
zu beschleunigen, vor Zusatz der Leber in ein auf 37° eingestelltes 
Wasserbad gebracht. Es wurden bei diesen Versuchen Kulturen zur 
Keimzahlung unmittelbar vor und nach der Bebriitung angelegt. 

Bei dieser Anordnung gelang es uns, die Keimzahl immer auf 
praktisch bedeutungslose Werte herabzudriicken. In einigen Versuchen 
(31. Marz, 27. Mai und 4. Juni) erwies es sich sogar, daB sie bis zum 
Ende vd6llig steril verliefen. 

Bei dem Versuch von 14. April kamen nur vereinzelte Frankel sche 
Gasbazillen auf, in den verschiedenen Kolben 30 bis 50 Keime pro 
Kubikzentimeter. Hierbei kann es sich héchstens um ganz frisch am 
Ende der Brutzeit ausgekeimte Sporen gehandelt haben, wahrscheinlich 
ist sogar, daB die Sporen erst in der Kultur ausgekeimt sind. Es ist 
somit auch hier eine biologische Mitwirkung von Bakterien so gut wie 
ausgeschlossen. 

Aber auch bei dem Versuch vom 16. Mai 1930 ist die Bakterien- 
menge derart gering, daB sie praktisch nicht in Frage kommt. Im 
Ansatz mit Brenztraubensaure wurden vor der Bebriitung 120, nach det 


Bebriitung 310 Keime pro Kubikzentimeter, dementsprechend 31000 




















Acetaldehydbildung in der Leber. III. 329 


fiir den ganzen Ansatz nachgewiesen. Wenn man bedenkt, daB ein ge- 

wohnlicher Coccus mit einem Durchmesser von 1 uw ein Gewicht von 

1.25.10-!*¢ besitzt, ware also fiir 31000 Coccen ein Gewicht von 
31 

| Milliarde 

auch etwas héher setzen miissen, so ergibt sich daraus immer noch, 


g anzunehmen. Wenn wir diesen Wert fiir Bact. fluorescens 


daB die Gesamtmasse der Bakterien noch nicht ein ganzes Gamma 
hetragen konnte. 

Wollte man nun die in diesem Versuch nachgewiesene Aldehyd- 
menge von 1,92 mg durch bakterielle Prozesse erklaren, so miibte man 
schon die unglaubwiirdige Annahme zugrunde legen, dab die Bakterien 
in | Stunde mehr als das tausendfache ihres Eigengewichts an Aldehyd 
gebildet hatten. Das widerspricht auch den tatsachlichen Verhaltnissen, 
wie sie den Arbeiten Neubergs tiber Acetaldehydbestimmung bei Zucker- 
vergarung durch Bakterien zu entnehmen sind. 

Ganz iiber jeden Zweifel erheben die bakterienfreie Bildung des 
Acetaldehyds aber die drei Versuche, in denen iiberhaupt keine Bakterien 
gewachsen waren. 

Zusammenfassung. 

Es wird bewiesen, da®B auch bakterienfreie Leberbreiansitze 

Acetaldehyd aus Brenztraubensaéure und Athylalkohol zu bilden ver- 


mogen. 





Cyansiure als Zwischenprodukt des Aminosiurestoffwechsels. 


Von 
A. Bornstein und R. Pantke. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Hamburgischen Universitat, 
Krankenhaus St. Georg.) 


(Eingegangen am 22. Juni 1930.) 


Der Cyansaure ist von manchen Forschern eine wichtige Rolle 


beim Abbau der Eiweibkérper zugesprochen worden. 


Schon vor mehr als 50 Jahren stellte Salkowski! die Theorie auf, dai 
die Cyansaéure aus EiweiB entsteht, und daB weiter aus zwei Cyansiure 
molekiilen unter Wasseraufnahme und Kohlensiureabgabe Harnsto/t 
wiirrde. Eingehend begriindet wurde die Cyansiuretheorie von Fearon®, 
der sie mit moderneren Anschauungen in Einklang zu bringen suchte; er 
nahm ihre Entstehung aus Aminoséuren an, und zwar aus der Anhydrid 
form: 

RCHNH 
+0 —> RCHO+ OCNH. 
OC 
Die gebildete Cyansiure wiirde zum Teil unter Wassereintritt tiber Carb 
aminsiure in Ammoniak und Kohlensaiure gespalten werden: 
NH, 
OCNH+H,0 — CO —»CO0,+NH, 
OH 
und das gebildete N H, wiirde mit einem Molekiil Cyanséure weiter reagieren, 
wobei Harnstoff entstehen wiirde m der von Werner® postulierten zyklischen 
Form: 
NH, 
OCNH+ NH; — C—O 
NH 
In etwas anderer Weise stellte sich Fosse’ die Cyansiurebildung vor; e1 
nimmt ihre Entstehung iiber Blauséiure an, was kaum wahrscheinlich ist. 

In neuester Zeit machten im Hopkinsschen Institut Holmes und Watch- 
korn® den Versuch, diese Vorgainge im Organismus zu vertfizieren. Sie 
setzten Gewebsschnitten cyansaures Kalium zu und fanden in der Tat eine 


1 Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1, 1, 1874. 

2 Fearon, Physiol. Rev. 6, 399, 1926. 

3 Werner, Urea Monogr. on biochemistr. London 1923. 
4 Fosse, Annal. de l’Inst. Pasteur 34, 715, 1920. 

5 Holmes u. Watchkorn, Biochem Journ. 23, 199, 1929. 
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Bildung von Ammoniak und Harnstoff bei embryonalem Gewebe, nicht 
jedoch beim Gewebe erwachsener Tiere. Sie benutzten groBe Mengen des 
Salzes, und es ware nicht ausgeschlossen, daB schon die Giftwirkung der 
K-Ionen eme NH,- und Harnstoffbildung bewirkt hatte, wissen wir doch 
auch aus eigenen Versuchen von anderen Giften!, daB sie eine N H,-Ab- 
spaltung veranlassen kénnen. Es wurde gerade damals gezeigt, wie wichtig 
es ist, Giftwirkungen zu vermeiden Es ist auBerdem nicht ausgeschlossen, 
daB der Stoffwechsel des gesamten Organismus etwas anderes reagiert als 
die Gewebsschnitte, wofiir wir auch sonst schon Beispiele beobachtet haben 

Nun haben kiirzlich Versuche unseres Instituts gezeigt, daB die 
NH,-Bildung aus Aminosauren im ganzen Organismus sehr leicht nach- 
weisbar ist, andererseits ist die Bildung von Harnstoff aus Aminosauren 
sehr lange schon bekannt. Wirde Cyansaure als Zwischenprodukt 
des Aminosdureabbaues auftreten, so miiBte man auch nach Cyan- 
siurezufuhr NH, in der gleichen GréBenordnung nachweisen kénnen 
wie nach Zufuhr von Aminosauren, also von Glykokoll, Alanin usw. 

Als cyansaures Salz benutzten wir zuerst ein Natriumcyanat, 
das von der Firma ,,StaBfurter Chem. Werke hergestellt war. Es sah 
miBfarben aus, und die Herstellerin war nicht in der Lage, iiber die Art 
der Verunreinigungen nahere Angaben zu machen. Wir begannen 
daher bald, das Salz uns selbst aus Urethan und Natrium nach der 
Methode von Leuchs und Geserick? herzustellen und erhielten ein reines 
Praiparat in der zu erwartenden Ausbeute. 

Das Natriumeyanat ist stark giftig und fihrt unter Krampfen 
zum Tode. Wenn es im Organismus als Zwischenprodukt des Eiweib- 
abbaues auftreten sollte, kénnte das nur so vor sich gehen, dab kleine 
Mengen dauernd entstehen und sofort weiter abgebaut werden, ehe 
eine toxische Konzentration erreicht ist. Aus dieser Uberlegung heraus 
ergab sich uns als Versuchsanordnung der kontinuierliche intravenése 
Einlauf, bei dem pro Minute immer die gleichen Mengen injiziert wurden. 
Auch hierbei traten, wenn man gréBere Dosen gab, Kriampfe mit Atem- 
lahmung ein. Da es uns darauf ankam, in den spaiteren Stadien auch die 
Wirkung recht groBer Dosen zu erfassen, machten wir haufig schon 
bei Beginn des Versuchs eine Tracheotomie und stellten kiinstliche 
Atmung an, sowie durch starkere Krampfe die Gefahr des Atemstill- 
standes naher riickte. Als Versuchstiere benutzten wir Hunde, meist 
jiingere Hunde im Alter von 3 bis 4 Monaten, aber auch einige aus- 
gewachsene. 

In wechselnden Intervallen, meist von etwa 15 Minuten, wurden 
Blutproben entnommen, an denen N H, nach der Parnasschen Methode* 


1 Bornstein u. Roese, Arch. f. exper. Pathol. 145, 277, 1929. 

2 Leuchs u. Geserick, B. 41, 4185, 1908. 

Mit kleinen Anderungen. Siehe Bornstein u Keitel, diese Zeitschr. 
179, 117, 1926. 
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bestimmt wurde. In einer Reihe weiterer Versuche bestimmten vir gleich- 
zeitig Harnstoff nach der Ureasemethode und Rest-N n-ch Folin. 

Im ganzen sind zehn Versuche dieser Art angestellt worden. Die 
tesultate sind durchaus einheitlich, so da wir uns damit begniigen 
kénnen, die drei letzten Versuche als Beispiele in Tabelle 1 wieder- 
zugeben. 


Wir finden zuniachst in allen Versuchen einen gewissen Anstieg 
des Blutammoniaks. Er ist manchmal gering, wie im Versuch vom 
9. April, manchmal gr6Ber und erreicht dann Werte, die 10- bis 20mal 
groBer sind als der Ausgangswert. Betrachtet man aber die Versuchs- 
protokolle naher, so kann es nicht zweifelhaft sein, daB am Anfang 
des Versuchs der N H,-Gehalt lange Zeit unverandert bleibt, fast immer 
sogar erst sinkt, obgleich schon, etwa im Verlauf von 1 Stunde, Mengen 
des Cyanats infundiert sind, die nahe der krampfmachenden Dosis 
liegen. Niemals haben wir beobachtet, dap vor den Kraimpfen das NH, 
angestiegen ist. Setzen aber die Krimpfe ein, so entwickelt sich regel- 
maBig im Laufe der nachsten Minuten eine deutlich nachweisbare 


N H,- Menge. 


Diese NH,-Bildung nach Krampfen ist ein toxisches Symptom. 
Bornstein und Roese! haben nachgewiesen, dab bei Krampfen immer 
dann NH, gebildet wird, wenn der O,-Verbrauch in den Muskeln infolge 
der starken Arbeitsleistung so groBb geworden ist, da die Blutzufuhr 
zum Herbeischaffen des nétigen Sauerstoffs nicht mehr geniigt und der 
O,-Gehalt des venésen Blutes unter etwa 8°, sinkt. Ebenso steigt der 
NH,-Gehalt des Blutes bei Vergiftung mit oxydationshemmenden 
Stoffen. Die Krampfe, die nach Cyanatvergiftung auftreten, erkliren 
also den N H,-Anstieg: die Tatsache, daB das NH, unbeeinflubt bleibt, 
wenn man knapp unter der krampfmachenden Dosis bleibt, beweist, 
daB die Cyanséure nicht die Quelle des Ammoniaks sein kann. 

Haben wir das bewiesen, so miissen wir daraus den SchluB ziehen, 
daf die Cyansiure nicht als Zwischenprodukt zwischen den Amino- 
siuren, etwa Glykokoll oder Alanin, und dem Ammoniak auftreten 
kann. Es miiBte sonst namlich méglich sein, die gleichen N H,-Mengen 
im Blute nach Cyanatzufuhr zu finden, wie nach Glykokoll. Die Befunde 
sind aber total verschieden; nach Glykokoll steigt erst der N H,-Gehalt 
des Blutes von 0,04 auf 2 mg-°, an, und dann treten als Zeichen der 
NH,-Vergiftung Krampfe auf; nach Cyanat bleibt zunachst der N H,- 
Gehalt des Blutes unverandert und erst spat tritt als Folge der Krampfe 
ein Anstieg des NH, auf. 


! Bornstein u. Roese, Pfliigers Arch. 221, 400, 1929; Arch. f. exper. 
Pathol. 145, 277, 1929. 

















Cyansiure als Zwischenprodukt des Aminosiurestotfwechsels. 333 
be Tabelle i. 
be Cyanat Im Blut 
Ge- J (im : 
e Datum wicht Zeit wanzen) || A™M0- | nr — N/| Rest-N Bemerkunget 
- niak-N + Milhe 
n kg g mg-"/9o | mg-9/9 mg-%/ 
21. Il. 8,6 gd 0,12 | 12,1 | 24,0 
a 0,12 
“ 1014 0.39 0,07 
2 10°° 0.87 0.08 
n 10s 1,32 0,10 
| 159 1,41 0,31 Krampfe 
; 1135 1,41 0,76 12.0 41,2 Krimpfe halter 
8. IV. 10?° 0,02 6.96 16,0 
1951 0,005 0,02 
. 11° 0,008 0,01 
n 115° 0.014 0,02 
a ; 115° 0.017 0.01 Krimpfe bis 12 
1215 0,018 0,33 
3 1230 0,018 0.30 
- 1250 0,018 0,32 
e 1% 0,018 049 121 41,6 
9. TV. 1025 0,05 82 168 
1125 0,008 0,03 
] 1142 0.018 0.03 | Starke Krampfe, 
r 1155 0,018 0,05 108 29,2 es pote 
1210 0.036 0,10 | Krampfe ; 
eC 1225 0,036 0.02 Starke Kriimpfe 
r 124° 0,036 0.01 
r 12° 0,036 0,04 
131° 0,036 0,02 
I 13% 0,036 0,03 Keine Krimpfe mehr 
n 1343 0.036 0,03 
. 13° —-0,036 0,03 99 26,4 
Ein Versuchsbeispiel in extenso mége das . rliutern: 
Ve rsuch rom 13. Fe hruar 1950. 
9 10’ Kaniile in Carotis und Jugularis unter Kilteaniisthesie (Chlor- 
athyl). 
- 9 55 0,02 mg-°,. NH, im Carotisblut. 
! 9 59 bis 10 15’ 0,32 g Natriumeyanat in 1°,,iger Losung (in physio- 
} logischer NaCl-Lésung gelést) in die Vena jugular. 
10 15 0,01 mg-°, NH, im Blut. 
10 15 bis 10 30’ weitere Zufuhr von Cyanat (seit Beginn 0,62 g) 
, 10 29 Salivation, Erbrechen, das sich wiederholt. 


10 30 0,065 mg-°, NH, im Blut. 

11 05 im ganzen 1,06g Cyanat zugefiihrt. 
0,00 mg-°,, NH, im Blut. 

11 15 starke Krampfe mit Optistotonus. 


11 20 im ganzen 1,24 g Cyanat zugefiihrt. 
0,27 mg-°,, NH, im Blut. 
Hund stirbt. 
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Am Anfang bleibt also der NH,-Wert unveraindert. Nachdem 
so grobe Cyanatmengen zugefiihrt waren, daB die ersten Vergiftungs- 
symptome (Speichelflu8, Erbrechen) auftraten, war das NH, soga: 
(innerhalb der “Fehlergrenzen) ganz aus dem Blute verschwunden 
Erst nachdem die doppelte Cyanatmenge injiziert war, traten starke 
Krampfe auf und gleichzeitig stieg das N H, erheblich an. Sollte Cyanat 
ein physiologisches Abbauprodukt der Aminoséuren sein, so war in 
_ diesem Versuch mit dem Auftreten der ersten Vergiftungserscheinungen 
um 10°° die Grenze des Physiologischen jedenfalls iiberschritten ; um diese 
Zeit entsprach der N H,-Gehalt des Blutes den niedrigsten in der Literatur 
angegebenen Werten. 


Wir haben in friheren Arbeiten nachgewiesen, daB NH, ein 
normales Abbauprodukt der Aminosauren (Glykokoll, Alanin, Asparagin- 
siure) im Kérper der Saugetiere ist, und wir haben auch gezeigt, wie 
groBbe NH,-Mengen in wenigen Minuten vom Organismus aus Amino- 
siuren gebildet werden. Wir miissen nach unseren jetzigen Versuchen 
die Ansicht ablehnen, da Cyansaure als Zwischenprodukt zwischen 
Aminosauren und Ammoniak auftritt. Sonst miiBte namlich bei Zufuhr 
von Cyanat in nicht toxischen Dosen Ammoniak in groben Mengen 
auftreten. 

Man k6énnte es fiir auffallend ansehen, daB Cyanat nicht NH, 
abspalten sollte, da es doch sogar in vitro (in Wasser gelést) N H, bildet. 
Wir haben demgegeniiber festgestellt, daB Cyanat zwar in groBen 
Konzentrationen betrachtliche Mengen Ammoniak abgibt, z. B. in 
10°.iger Lésung in 10 Minuten 1 mg-°,, in 1 Stunde 2 mg-°,,.. Nimmt 
man aber geringere Konzentrationen, so findet man nur geringe N H,- 
Mengen in der Cyanatlésung, z. B. in 0,1°,iger Lésung sofort nach 
Herstellung 0,02 mg-°,, nach 1!, Stunden 0,03 mg-°,, NH,. Die 
Konzentration des Cyanats im Organismus liegt sogar bei schwer 
toxischen Dosen weit unter 0,1°,, 30 daB nachweisbare N H,-Mengen 
nach Zufubr von Cyanat im Organismus nicht von selber zu_ ent- 
stehen brauchen. 


Ein Widerspruch zwischen dem Verhalten in vivo und in vitro 
besteht also nicht. 

Es lag nahe, gleichzeitig mit diesen Versuchen eine andere Frage 
zu priifen, ob Cyansaure direkt tiber Harnstoff abgebaut wird. Es wiirde 
sich darum handeln, ob eine Reaktion 

2CONH + H,0O = CO(NH,), + CO, 
(die man natiirlich auch in einer moderneren Form schreiben kénnte), 
im Organismus ablauft. Sie kénnte auch so vor sich gehen, daB aus 


einem Molekiil Cyansaure erst NH, abgespalten wiirde, das sich dann 
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nit einem zweiten Molekiil Cyansaure zu Harnstoff umlagert. Nach den 
\nsichten von Fearon! ware das eine leicht vor sich gehende Reaktion. 

In einer Reihe unserer Versuche bestimmten wir also auch den 
Harnstoffgehalt des Blutes nach der Ureasemethode. Die Resultate 
der Tabelle I sind nicht ganz eindeutig, indem zum Teil der Harnstoff 
unverandert blieb, zum Teil mehr oder weniger anstieg, wobei sich gleich 
die Frage erhebt, ob der Anstieg von den Krampfen beeinfluBt sein kann. 

Etwas anschaulicher wird das Resultat, wenn man Harnstoff-N 
und Rest-N vergleicht. In der Differenz der beiden GréBen ist namlich 
der Cyanat-N enthalten und diese Differenz nimmt infolgedessen in 
allen Fallen gewaltig zu. Vergleicht man mit dieser Zunahme nun den 
\nstieg des Harnstoffs, so sieht man, daB er verhaltnismaBig gering 
ist. Ein Ubergang von Cyanat in Harnstoff laBt sich durch unsere 
Versuche nicht mit Sicherheit beweisen, aber auch nicht ablehnen; 
wohl aber laBt sich sagen, daB dieser Chergang nur verhaltnismabig 
gering sein und nicht wesentlich mehr als 20°, in der Versuchszeit 
bis zu 31. Stunden) betragen kann. 


Zusammenfassung. 


Es wurde Hunden durch kontinuierliche intravenése Injektion 
cyansaures Natrium in Dosen zugefiihrt, die schon leichte toxische 
Erscheinungen hervorriefen. Dabei bleibt der NH,-Gehalt des Blutes 
unverandert. Da nach gleichartiger Zufuhr von Aminosauren (Glykokoll, 
Alanin, Asparaginsdure) ein starker Anstieg des Blut-NH, eintritt, 
ist damit erwiesen, daB die genannten Aminosaduren bei ihrer Des- 
aminierung nicht Cyansaure als Zwischenprodukt bilden. 

Nach sehr groBen Dosen von Cyanat tritt als Folge heftiger Krampfe 
eine NH,-Bildung im Blute ein. 


1 


Fearon, 1. c. 


Uber die Isolierung des Giftes des E. Frinkelschen 
Gasbrandbazillus. I. 


Vi m 
Alfred Ebel. 


(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spieglerstiftung und dem Leopold- 
stidter Kinderspital der Stadt Wien.) 


(Eingegangen am 2. Juni 1930). 


Durch die Untersuchungen von F. Passini(1) ist es bekannt 
geworden, dafs der E.Frdnkelsche Gasbazillus ein chemisch recht 
stabiles Gift erzeugt, welches Kaninchen intravenés injiziert unter 
Ataxie, Lahmung der Extremititen und Dyspnoe, den raschen Tod 
der Tiere herbeifiihrt. F. Passini hat auch in seiner Publikation tibet 
Versuche an Hunden berichtet, welche nach Applikation des Giftes in 
den Magen unter Erscheinungen zugrunde gingen, die den von 
O. Schmiedeberg und Bergmann und spater von £. St. Faust (2) bei dem 
aus Hefe durch Faulnis dargestellten Sepsin gemachten Erfahrungen 
ziemlich ahnlich waren. 

Um dieses Gift zu gewinnen, hat F. Passini den E..Frdnkelschen 
Gasbazilius in Reinkultur auf eine Bouillon iiberimpft, die im wesent- 
lichen aus trypsinverdauten Rindermuskeln mit bestimmtem Zucker- 
zusatz bestand. Spater verwendete Klose (3) zur Darstellung des 
Frdnkelschen Gasbrandgiftes als Nahrboden eine 1-, 5- bis 10° ige 
Traubenzuckerbouillon unter Zusatz von Schlammkreide zur Neutrali- 
sierung der wahrend des Wachstums der Bakterien entstehenden Saure 
und erhielt ein Gift mit ahnlichen Eigenschaften wie Passini. Auch 
A.v. Wassermann (4) hat sich mit diesem Gift beschaftigt und konnte 
unter anderem die friiheren Angaben Passinis, dab es nicht antitoxin- 
bildend, somit kein echtes Bakterientoxin sei, bestatigen: er hielt die 
Substanz fiir ein Alkaloid. Erst Bull und Pritchett (5) und spate 
Katzumi Kojima (6) konnten den Nachweis erbringen, daB der Frankel- 
sche Gasbazillus in Kulturen, die weniger als 0,5°, Traubenzucke1 
enthalten, ein echtes Toxin bildet, wahrend in Nahrmedien mit héherem 
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Zuckergehalt jene giftige Substanz entsteht, die F. Passini schon 1905 
sewinnen konnte}?. 


Es hat sich bei unseren eigenen Untersuchungen herausgestellt, 
daB diese giftige Substanz in Alkoholausziige iibergeht, und diese 
Beobachtung war der Ausgangspunkt unserer Versuche zur Isolierung 
und Reindarstellung des Giftes. Man erinnere sich an die alten Ver- 
suche von Schmiedeberg und Bergmann (7), welche aus faulender Bier- 
hefe ein Gift darstellen konnten, welches sie Sepsin benannten. Dieses 
Gift erzeugte schwere Darmerscheinungen und Blutungen. Versuchte 
man aber, die Giftlésung zu reinigen, so ging das Gift verloren oder die 
Losung wurde unwirksam, entweder durch den ReinigungsprozeB oder 
durch eine Umlagerung des labilen Giftes, und als EF. St. Faust diese 
Versuche nach vielen Jahren im O. Schmiedebergschen Laboratorium 
wieder aufnahm, konnte er mit einer sehr geringen Menge der Faul- 
lésung aus Hefe bei intravenéser Injektion sofortiges Erbrechen bei 
Hunden hervorrufen und der Tod trat dann innerhalb von 10 Stunden 
ein. Bei der Sektion war immer die charakteristische Darmentziindung 
zu sehen. Dieses Faustsche Sepsin war eine dialysable Substanz, aber 
die Dialyse schwachte die Wirkung, und erst wenn man das Dialysat 
wieder einer wilden Garung aussetzte, wobei sich Pilze aut der Lésung 
ansiedelten, wurde es wieder starker wirksam, und die wirksame Sub- 
stanz lieB sich mit Quecksilberoxyd (Sublimat und Natriumbicarbonat ) 
ausfallen und aus der Quecksilberfallung mit Schwefelwasserstoff 
wieder befreien. Die trockene Substanz war zum Teil in Alkohol 
léslich und gab ein kristallisiertes Sulfat. Wir haben die Faustschen 
Versuche nachgerechnet und laBt sich aus seinen quantitativen An- 
gaben erweisen, das bei seinem Verfahren der allergréBte Teil des 
Giftes verlorengegangen ist. Ausgehend von 5kg Hefe, in der nach 
vierwochiger Faulnis die tétliche Dosis fiir 1000 kg Hund enthalten 
war, erhielt er 0,03 g Sepsinsulfat, d. i. die dosis letalis fiir etwa 12 kg 
Hund, d. h. es sind 98,8 % des Giftes bei der Darstellung nach FE. Faust 
verloren gegangen. Wir konnten also seine Arbeitsweise fiir die Dar- 
stellung unserer giftigen Substanz nicht als Paradigma nehmen und 
haben einen anderen Arbeitsgang nach vielen, zum Teil mibgliickten 
Versuchen uns zurechtgelegt, den wir Schritt fiir Schritt mit dem Tier- 
versuch kontrollierten, und dabei die Ursachen des Unwirksamwerdens 
des Giftes ermitteln konnten. Denn bei vielen Versuchen bemerkten 
wir, daB plétzlich die gesamte Giftlésung voéllig unwirksam wurde. 
So waren wir denn gezwungen, die Versuchsreihen immer wieder © on 
neuem anzufangen und sie gerade bis zu dem Punkte zu fiihren, wo 


1 Ausfiihrlich behandelt J. Zeissler die Gasédemfrage in Kolle-Kraus- 
Uhlenhuths Handb. d. pathogenen Mikroorgan. 4, 1928. 
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wir durch eine Reaktion das Gift unwirksam — anscheinend durch 
Umlagerung werden sahen. Wir glauben, daB gerade diese Er- 
fahrungen sehr lehrreich sein werden fiir die Darstellung von Bakterien- 
giften tiiberhaupt, welche nicht der Toxinreihe angehéren. 


Versuchsteil. 

Als Nahrboden wurde, wie erwaihnt, mit Pankreas 3 Tage verdaute: 
roher Rindermuskel verwendet. Man nimmt 250 g Muskel und 1 Lite: 
Wasser, dem 1°, Traubenzucker zugefiigt wird. Die Beimpfung des 
Nahrbodens erfolgte nach Uberschichtung mit fliissigem Paraffin, 
wodurch anaerobe Verhaltnisse garantiert waren. Wir lieBen dann etwa 
6 Tage bei 37°C die Garung vor sich gehen, filtrierten durch Papie: 
ab und trennten das fliissige Paraffin im Scheidetrichter von der 
wisserigen, Lésung. Das blanke Filtrat engten wir im Vakuum auf ein 
kleines Volumen ein, verriihrten den Sirup mit absolutem Alkohol 
und setzten so lange absoluten Alkohol zu, als noch ein Niederschlag 
entstand. Die alkoholische Lésung wurde vom Niederschlag abgesaugt 
und letzterer mehrfach mit absolutem Alkohol ausgewaschen, bis der 
Alkohol nichts mehr aufnahm. Die alkoholische Lésung war eine klare, 
braungelb gefairbte Fliissigkeit von deutlichem Butterséuregeruch und 
schwach saurer Reaktion. Die alkoholische Fallung, in Wasser verteilt, 
erwies sich als vollig ungiftig, so daB die alkoholische Lésung, wie der 
Gegenversuch erwies, das gesamte Gift enthielt. Es konnte also die 
Hauptmasse der unwirksamen Substanz auf diese Weise durch bloBe Fal- 
lung mit Alkohol entfernt werden. Wir konzentrierten unsere alkoholische 
Lésung auf ein Minimum im Vakuum und versetzten sie so lange mit 
absolutem Alkohol, als noch eine Abscheidung zu erzielen war. Diese 
Abscheidungen mu man sehr gut auswaschen, dann kann man das 
Gift aus ihnen entfernen, und sie sind unwirksam. Wir wiederholten 
diesen Vorgang sehr oft, bis tatsaichlich das Konzentrat in absolutem 
Alkohol sich vollstandig liste. Aus der absolut alkoholischen Lésung 
konnte man das Gift mit viel Ather vollstandig wieder ausfillen. Léste 
man nun das Gift in Wasser auf, so konnte man haufig beobachten, 
daB man mit basischem Bleiacetat eine Failung erhielt. Wenn wir 
aber die Alkoholreinigung geniigend weit getrieben hatten, so ergab 
basisch essigsaures Blei weder eine Triibung noch eine Fallung. Wurde 
eine solche bleigereinigte Fliissigkeit mit Schwefelwasserstoff vom Blei 
befreit und der iiberschiissige Schwefelwasserstoff mit Kohlensaure 
entfernt, so erhielt man eine schwach sauer reagierende Fliissigkeit 
Diese war im Tierversuch wirksam. Die Bleireinigung hatte die Wirk- 
samkeit durchaus nicht tangiert. Wenn man aber diese Fliissigkeit 
im Vakuum einengte und nun das Konzentrat wieder auf seine Wirk- 
samkeit priifte, konnte man sehen, da}, ohne daB irgendeine Abscheidung 
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rfolgt ware, die Wirksamkeit fast oder ganz verloren gegangen war. 
Wir erinnerten uns gleich an die erwaihnten Versuche von Schmiedeberg 
ind Bergmann, welche bei ihren Sepsindarstellungen aus Hefe von den 
siftigsten Losungen zu vollig unwirksamen gelangten. Wir haben also 
die Erfahrung gemacht, daB in relativ schwach sauren Lésungen das 
gereinigte Gift unwirksam wird, wahrend die Gesamtkultur anscheinend 
geniigend schiitzende Substanzen enthalt, welche die Wirkung der 
Saure, die ja in den Kulturen reichlich vorhanden ist, paralysieren. 

Wir haben den Versuch gemacht, vor dem Einengen im Vakuum 
die schwach saure Lésung vorsichtig mit Natriumbicarbonat zu neutrali- 
sieren und dann im Vakuum einzuengen. Da stellte sich heraus, daB 
die Lésung im Tierversuch genau so wirksam war wie vor der Blei- 
behandlung. Diese Versuche haben nun gezeigt, dap das Gift alkoholléslich, 
ditherunloslich, durch Bleisalze nicht fallbar ist, durch Sdure unwirksam 
gemacht wird und in einer neutralen Lésung sich im Vakuum ohne jede 
Schddigung einengen laBt. Fallten wir die alkoholische Lésung mit 
viel Ather, so war die iiberstehende Lésung unwirksam. Die Fallung 
hatte Honigkonsistenz, und hielt man sie langere Zeit im Exsikkator 
iiber Schwefelsiure im Vakuum, so war sie nicht mehr so leicht léslich 
in absolutem Alkohol wie zuvor, aber es geniigte ein kleiner Wasser- 
zusatz, um die Substanz wieder in absolutem Alkohol in Lésung zu 
bringen. 

Auch die Acetonfallung des Giftes erwies sich als kein gang- 
barer Weg. 

Wir haben weiter gesehen, dab das Gift entsprechend den Angaben 
von Passini und anderen Autoren zu den dialysablen Stoffen gehért, 
und dialysierten die Atherfallung des Giftes, nachdem wir sie in Wasser 
wieder aufgelést hatten, gegen destilliertes Wasser in nahtlosen Dialysier- 
hilsen. In den Dialysierhiilsen selbst war eine flockige Substanz aus- 
gefallen in unwagbarer Menge. Der adialysable Anteil war ungiftig, 
hingegen war das Dialysat ungemein giftig. Wir konnten also die 
Dialyse zur Reinigung des Giftes von kolloidalen Beimengungen be- 
nutzen. Das Dialysat wurde im Vakuum stark eingeengt und mit 
Alkohol aufgenommen und dieses Verfahren wieder so lange getrieben, 
bis wir nur in absolutem Alkohol lésliche Substanz vor uns hatten. 
Aus dieser absolut alkoholischen Lésung kann man mit Aceton einen 
Sirup fallen, der in Wasser glatt léslich ist und alkalisch reagiert. 

Wir haben hierauf die alkoholische Lésung des dialysierten Giftes 
mit einer alkoholischen Lésung von essigsaurem Quecksilber gefallt. 
Es fallt ein weiBer, veluminéser Niederschlag. Von diesem wurde ab- 
filtriert und beide Anteile, Niederschlag und Filtrat, mit Schwefel- 
ammonium iibergossen, da sich die Zerlegung mit Schwefelwasserstoff 


als nicht praktisch erwies, weil die frei werdende Essigsiure die wirk- 
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same Substanz schwachte. Die Schwefelammoniumlésung wurde von 
Schwefelquecksilber filtriert und das klare Filtrat im Vakuum zu einem 
dickflissigen Sirup eingeengt. Dieser Sirup wurde im Wasser gelést, 
vom abgeschiedenen Schwefel filtriert und die beiden Fraktionen im 
Tierversuch gepriift. Da stellte sich heraus, dab die gesamte giftige 
Substanz in die Quecksilberfaillung eingegangen war. Das Filtrat 
der Quecksilberfallung enthielt keine wirksame Substanz. Die durch 
die Quecksilberfillung erhaltene Substanz, vom Quecksilber und 
Schwefel befreit, gab mit Alkohol versetzt eine dicksirupése Fallung 
Sowohl die Fallung als auch die alkoholische Lésung waren sehr stark 
wirksam. Es war also das Gift nach dieser Reinigung nicht mehr so 
leicht alkoholléslich als zuvor, d.h. seine Alkoholléslichkeit ist ab- 
hangig von den Begleitsubstanzen. Wir haben daher den Reinigungs- 
prozeB mit Quecksilber nochmals wiederholt und haben den alkohol- 
unléslichen Sirup in wasseriger Lésung mit Queksilberacetat gefallt, 
den gut ausgewaschenen Niederschlag mit Schwefelammonium zerlegt. 
vom Schwefelquecksilber filtriert und das Filtrat im Vakuum zur Trockne 
eingedampft. Der Trockenriickstand wurde mit Wasser gelést, vom 
ausgeschiedenen Schwefel getrennt und aus der wiasserigen Lésung 
mit Alkohol ein weiBgrauer Niederschlag gefallt. Dieser erwies sich 
im Tiesversuch als unwirksam, hingegen die alkoholische Lésung in 
typischer Weise wirksam. 

Die wisserige Lésung, welche mit Quecksilber ausgefallt war, 
also der mit Quecksilber nicht fallbare Anteil, erwies sich nach det 
Entquecksilberung mit Schwefelammonium als unwirksam. 

Die wirksame Lésung haben wir im Vakuum stark eingeengt und 
dann im Exsikkator itiber Schwefelsiure langere Zeit im Vakuum 
aufbewahrt. Es hinterblieb ein dicker, brauner Sirup. Diesen be- 
handelten wir mit absolutem Alkohol und erhielten dadurch eine 
Fallung und eine Lésung. Beide Fraktionen waren stark wirksam. 

Wir muBten also die weitere Behandlung mit Alkohol aussetzen 
Die alkoholische Lésung der Substanz reagierte ebenso wie die wasserige 
Lésung alkalisch. Mit Aceton fallt ein dichter, weiBer Niederschlag. 
Alkoholische Pikrinséurelésung gibt mit der in Alkohol gelésten Sub- 
stanz keine Fallung. Ebensowenig wasserige Pikrinsiure mit dem in 
Wasser gelésten Gift. 

Der mit Aceton erhaltene Niederschlag lést sich in Wasser glatt, 
ist aber unwirksam. Die Acetonlésung ist wirksam. 

Wir versuchten nun Azylderivate darzustellen, indem wir mit 
Pyridin und Essigsiureanhydrid und mit Pyridin und Benzoylchlorid 
arbeiteten. Aber wir erhielten keine unléslichen Verbindungen. 

Die acetonige Lésung gibt nach dem Einengen und Versetzen mit 


Wasser eine Triibung und Ausscheidung von unwirksamen Substanzen. 
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Wir haben diesen Vorgang wiederholt, so lange sich noch solehe 
Triibungen absetzten, und dialysierten dann die wisserige Lésung 
vegen destilliertes Wasser. Beim Einengen des Dialysats erhielten wir 
iber wieder eine amorphe Substanz; wir losten diese in Alkohol, um 
einige Reaktionen anzustellen. 

Die alkoholische Lésung gibt mit alkoholischem Cadmiumchlorid 
keinen Niederschlag. Die wasserige Lésung der Substanz war gegen 
Lackmus neutral, gab mit Uranylacetat keine Triibung, mit wasseriger 
Pikrinsaure keine Triibung; mit alkoholischer Pikrinsaure in alkoholi- 
scher Lésung auch keine Triibung. Jodquecksilberjodkalium gibt eine 
leichte Opaleszenz, aber auch beim Ansiéiuern mit Salzsdure keine 
Fallung. Nur beim Alkalischmachen mit Lauge tritt eine Fallung auf 
Nesslersche Reaktion auf Ammoniak). Kaliumwismutjodid zeigt 
aber nicht einmal Opaleszenz. Cadmiumacetat gibt keine Triibung. 
Pikrolonsaure gibt auch nach langerem Stehen keine Fallung. Phosphor- 
wolframsaure gibt eine starke Fallung. Ammoniakalische Silber- 
lésung gibt eine Fallung. Der urspriinglich weibe Niederschlag schwarzt 
sich aber beim Stehen im Dunklen. 

Wir sehen also, daB die giftige Substanz nur von Quecksilber- 
salzen und Phosphorwolframsaure gefallt wird. Aus den Quecksilber- 
salzen laBt sie sich wieder wirksam herausholen, nicht aber aus der 
Phosphorwolframsaurefallung. 

Da wir erkannt hatten, da schon verdiinnte Saure das hoch- 
gereinigte Gift unwirksam zu machen vermag, haben wir versucht, 
obgleich wir dieses Gift wegen seiner Fallbarkeit mit Quecksilber fiir 
einen basischen Kérper halten, ein Chininderivat darzustellen, in der 
Hoffnung, daB vielleicht eine solehe Verbindung zu einem kristalli- 
sierten, Produkt fiihren werde. Zu diesem Zwecke haben wir unsere 
reinste alkoholische Giftlésung, von deren Wirksamkeit wir uns iiber- 
zeugt hatten, mit einer alkoholischen Chininbaselésung versetzt, bis 
die Reaktion deutlich alkalisch war. Es fielen nach einigem Stehen 
Kristalle aus, die sich als unwirksam erwiesen. Die Lésung hingegen 
war hochaktiv. Wir haben hierauf die alkoholische Lésung eingeengt, 
wobei sich wieder Kristalle absetzten, die wieder unwirksam waren. 
Die wasserige Mutterlauge war sehr stark wirksam. Wir verdiinnten 
nun die Mutterlauge mit dem mehrfachen Volumen Wasser, wobei 
eine dichte Fallung entstand, von der wir abfiltrierten: die Fallung 
war unwirksam. Der wasserlésliche Anteil wurde nun mit Ather ge- 
schiittelt, um das Chinin zu entfernen. Nun war der Atherextrakt 
unwirksam, der wisserige Riickstand hochwirksam. Wir engten hierauf 
die wirksame Lésung zur Kristallisation ein und erhielten tatsachlich 
Kristalle, deren Lésung sich als hochwirksam erwies: wir konnten im 


Kontrollversuch das Chinin selbst einem Tier, bei dem sich unsere 
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Kristalle als hochwirksam gezeigt hatten, ohne ahnliche Wirkung 
injizieren. Als wir aber unsere wirksamen Kristalle aus siedendem Alkoho 
umkristallisieren wollten, erhielten wir ganz wirkungslose Kristalle. 

Wir sehen also, daB nicht nur die Saure, sondern auch ein Alkaloid 
oder das Umkristallisieren aus siedendem Alkohol das Gift, wenn es 
schon besonders rein ist, unwirksam macht. Wir haben daher new 
Versuche angesetzt, wobei wir uns unsere Erfahrung, daf das hoch 
gereinigte Gift in einer Alkohol-Atherlésung léslich ist, zunutze machten 
Wir haben also eine gréBere Portion Gift stark konzentriert, in be 
schriebener Weise in absolutem Alkohol aufgenommen, die absolut 
alkoholische Lésung nach Entfernung des Alkohols gegen Wasser 
dialysiert, das Dialysat mit Qucksilberacetat gefillt, die Quecksilbe: 
verbindung (Fallung) mit Schwefelammonium zerlegt, vom Schwefel- 
quecksilber filtriert und das Ammonsulfid verdampft. Der Riickstand 
wurde mit Wasser aufgenommen und erwies sich als hochaktiv. Dies 
nun konzentrierte, gereinigte Giftlésung gab mit basisch-essigsaurem 
Blei eine Fallung, welche sich nach der Zerlegung als unwirksam erwie- 
ebenso wie alle bisher beschriebenen Mutterlaugen. Der durch Blei 
nicht fallbare Anteil wurde mit Schwefelammonium entbleit, das 
Schwefelblei in beschriebener Weise entfernt und die Lésung nac! 
Konzentration in absolutem Alkohol gelést. Die absolut alkoholische 
Lésung wurde nun mit dem doppelten Volumen Ather versetzt, wobei 
eine Fallung entstand, welche im Gegensatz zu der Atherfallung des 
ungereinigten Giftes der fritheren Versuche unwirksam war, wahrend 
die Alkohol-Atherlésung die gesamte giftige Substanz enthielt: die 
giftige Alkohol-Atherlésung wurde sehr stark eingeengt und mit Wasser 
versetzt. Es schied sich beim Stehen im Eisschrank eine unwirksame 
Substanz ab; die wasserige Lésung war sehr stark wirksam. Sie wurd: 
im Vakuum sehr stark eingeengt und im Exsikkator lange Zeit stehen- 
gelassen, zeigte aber keine Neigung, zu kristallisieren; daher lésten wit 
den restierenden Sirup neuerlich in absolutem Alkohol auf, was nu 
unvollstandig gelang. Die absolut alkoholische Lésung wurde mit de: 
doppelten Menge Ather versetzt, wodurch eine dichte Fallung entstand 
Der alkoholunlésliche Anteil wie die Atherfaillung waren ungiftig, die 
Alkohol-Atherlésung wiederum hochwirksam. Wir nahmen nun die 
wirksame Lésung neuerlich mit Wasser auf, filtrierten von der ent 
standenen Fallung ab und engten das wisserige Filtrat im Vakuum 
stark ein. Als wir dann diese Lésung im Tierversuch erprobten, mubten 
wir feststellen, da sie ohne irgendeine Anderung im Verfahren wn- 
wirksam geworden war. 

Wir haben daher unser Bemiihen darauf gerichtet, die umgelagert: 
Substanz zu fassen, und fallten die alkoholische Lésung der nun un 


wirksam gewordenen Substanz mit einer alkoholischen Platinchlorid 
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lésung, solange wir einen Niederschlag erhielten, wobei wir das in 
Lésung befindliche Ammonium niederschlugen, Doch waren wir bis 
jetzt nicht in der Lage, aus der Mutterlauge der Platinfallung eine 
charakteristische Verbindung zu isolieren. 

Wir konnten also bis jetzt feststellen: 

1. daB das Gift des Gasbazillus dialysabel, 2. in absolutem Alkohol 
léslich, 3. mit Blei nicht fallbar, 4. hingegen aber mit Quecksilber 
faillbar ist. 5. Das Gift verliert in hochgereinigtem Zustande durch sehr 
verdiinnte Saure sowie anscheinend durch Erbitzen seine Wirksamkeit 
vollstandig. 

Wir werden in kurzer Zeit tiber weitere Versuche zur Darstellung 
des Giftes berichten und ein vereinfachtes Verfahren mitteilen. 
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Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bereits seit lingerer Zeit sind wir mit der Aufgabe beschaftigt, 
das Schicksal des Jods im intermediaéren Stoffwechsel zu studieren, 
wortiber im folgenden berichtet werden soll. Das Jod wurde teils in 
Form von Jodkali oder als elementares Jod, teils organisch gebunden, 
gegeben. Im Laufe der letzten Jahre sind wir mit den verabreichten 
Dosen immer mehr heruntergegangen, wir suchen nach den sogenannten 
physiologischen Dosen. Gegenwartig sind die verabreichten Dosen 
immer noch als ziemlich massiv zu bezeichnen; wir werden auch sie 
noch verringern und nur periodenweise geben. Dies laBt sich deswegen 
machen, weil vor allem die Schilddriise ein gewaltiges Speicherorgan 
fiir Jod ist und die gestapelten Mengen nur gammaweise wieder abgibt. 

Um die Speicherfahigkeit der Schilddriise zu priifen, entnehmen 
wir nach mehrtagigem Verfolg der Jodausscheidung in Harn und Kot 
beim Hunde zunachst eine Driise, untersuchen sie auf ihren Jodgehalt 
und bestimmen histologisch den jeweiligen Funktionszustand. 5 bis 
6 Tage hindurch verabreichen wir sodann die zur Untersuchung dienende 
Jodverbindung, pro Tag ungefahr 3000 y Jod, und verfolgen Jodaus- 
scheidung in Harn und Kot. Wenn hier eine gleichmabig minimale 
Menge wieder ausgeschieden wird, wird auch die zweite Driise heraus- 
genommen und in gleicher Weise wie die erste untersucht. AuBerdem 
wird das Blut auf seinen Jodspiegel und andere Speicherorgane auf 
ihren Jodgehalt untersucht. Als solche Organe haben wir vor allem 
das Knochenmark und die Hoden in Betracht zu ziehen. Durch viel- 
fache Vorversuche haben wir uns davon iiberzeugt, daB der Bestand an 


Jod in beiden Driisen bei unseren Versuchshunden sehr gleichmabig 
ist, auch im Gewicht unterschieden sich die Driisen nur sehr wenig. 
Nach unseren Untersuchungen (1) beeinfluBt die Herausnahme einer 
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Driise weder den Jodgehalt der anderen, noch den physiologischen Zustand, 
gemessen am histologischen Bilde. Breitner findet zwar, daB die Resektion 
eines Tiles der Driise im zuriickbleibenden Teile eine Jodausschwemmung 
verursachen soll. Er hat dies aus seinen histologischen Befunden ge- 
schlossen. Nach unseren Erfahrungen liebe sich eine derartige Be- 
hauptung nur in Verbindung mit der chemischen Untersuchung mit 
Sicherheit nachweisen. 

Wir haben bisher Jodkali und jodiertes Pflanzenmaterial im Hin- 
blick auf ihre Speicherungsfahigkeit untersucht. Die chemischen 
Ergebnisse hat der eine von uns an anderer Stelle mitgeteilt (2) und 
hier auch die von ihm angewandte Jodbestimmungsmethode ausfiihrlich 
beschrieben. Er hat als erster mit vorziiglichem Erfolg den sauren 
AufschluB in die Biologie eingefiihrt und die Brauchbarkeit der Methode 
bewiesen. Modifikationen seiner Methode haben Glimm und /sen- 
bruch (3) beschrieben: sie trugen ebenfalls dazu bei, die Brauchbarkeit 
des Pfeifferschen sauren Aufschlusses zu unterstreichen. Aus den 
Ergebnissen ist hervorzuheben, dali das jodierte Pflanzeneiweib eine 
bedeutend gréBere Speicherung zeigte als Jodkali. Weiterhin priiften 
wir jetzt eine organische Jodeiweibverbindung (Jodtropon) an zwei 
Hunden., 

Versuch Nr. 1 (Hund Nr. 14). Mannlicher Schnauzer, zwei bis drei 
Jahre alt, 13,5 kg schwer. 

Am 4. November 1929 wurde eine Driise exstirpiert, sie wog 1,684 g und 
enthielt 552 y Jod'. Gefiittert wurde der Hund mit einem jodarmen Grund 
futter, bestehend aus Reis, Fleisch, Fett und Hundekuchen. Die Vorperiode 
dauerte vom 12. bis 17. November und sollte uns iiber die vom Hund aus- 
geschiedenen Jodmengen AufschluB geben. Es wurden im Harn 2 + pro die, 
im Kot 0.5 y ausgeschieden. 

Der Hauptversuch dauerte vom 18. bis 24, November, und wihrend 
dieser sieben Tage wurden 3230 » Jod in Form von Jodtropon pro Tag im 
Futter verabreicht. Uber die Jodausscheidung gibt nachtolgende Zusammen- 
stellung AufschluB: ; 





Ausgeschieden an Jod 


im Harn im Kot 
19. XI. 52 1223 
20. XT. 475 1197 
21. XI. §28 1558 
22. XI. 797 1571 
23. XI 630 1440 
24. XI. S51 1322 
25. XI. 1155 1634 


1 


Die Operationswunden heilen bei der Anwendung der schwefligen 
Saure in der Form der Rheinosallésung immer pee primam. Als Narkotikum 
benutzen wir Chloralhydrat intraperitoneal (G. Hermann) mit sehr zu 
friedenstellendem Erfolg. 
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Die Untersuchungen der Nachperiode dauerten vom 25. November bi 
3. Dezember. Es wurden ausgeschieden an Jod: 





Im Harn Im Kot 

7 - 292 1502 
Zi. XI. 528 136 
2. XL 219 12 
29. XI. 174 6 
30. XI. 112 5 
1. NII. 77 3 

2 XII. 49 4 

3. XII. 27 0 

4. XII. 21 1 


Die zweite Driise wurde am 6. Dezember exstirpiert. Sie wog 1,347 g 
Der Gesamtjodgeha!t betrug 2373 7. Proportional der ersten Driise be 
rechnet sich der urspriingliche Jodgehalt der zweiten Driise auf 442 
Es wurden also 1931 7 Jod gespeichert. 


Bilanz des J odstof fwe chsels. 


Am wom weet . wc ttt tlw ee se SBM Y 
Durch Harn und Kot ausgeschieden. . . . . 17501 y 
Im Ko6rper zuriickgehalten . .. ...... 5109y 
Jodaufnahme der zweiten Driise. . . . . . . 1931Ly 
In Organen, Geweben usw... ....... 3I178y 


Versuch Nr. 2 (Hund Nr. 15). Mannlicher Schaferhund, Gewicht 14 kg. 

Am 6. November wurde die erste Driise exstirpiert, sie wog 2,699 g und 
enthielt 1022 » Jod, gefiittert wurde der Hund wie im vorigen Versuch 
Die Vorperiode dauerte vom 1. bis 6. Dezember. An Jod wurden aus- 
geschieden im Harn 1,8 7, im Kot 0,7 y pro Tag. 

Der Hauptversuch dauerte vom 7. bis 13. Dezember. Der Hund erhielt 
sieben Tage hindurch ebenfalls 2330 7 Jod in Form von Jodtropon pro Tag. 

Uber die Jodausschaidung gibt nachfolgende Zusammenstellung 
AufschluB : 





An Jod ausgeschieden 


im Harn im Kot 
8. XII. 57 6 
9. XII. 398 17 
10. XII. 525 1946 
14.. Zit. 735 727 
12. Au. 466 1610 
13. XII. 1053 1821 
14. XII. 1012 2524 


* Die Kotausscheidung war verzigert, es erscheinen noch Werte aus der Vorperiod: 


Uber die Jodausscheidung in der Nachperiode vom 14. bis 23. Dezember 
1929 gibt folgende Tabelle AuftschluB: 
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An Jod ausgeschieden 

im Harn im Kot 
15. XII. 1064 1780* 
16. XII. 144 181 
17. XII. 368 26 
18. XII. 107 12 
19. XT. 71 7 
20. XII. 53 3 
21. XII. 35 1 
22. XII. 26 0 
23. XII. 17 1 


Die zweite Driise wurde am 24. Dezember: entfernt, sie wog 1,933 g¢ und 
hatte einen Gesamtjodgehalt von 3669 ». Proportional der ersten Driise 
berechnet sich der urspriingliche Jodgehalt der zweiten Driise auf 733 
Es wurde demnach an Jod aufgenommen eine Menge von 2936 +. 


Bilanz des Jodstoffwechsels. 


Am God wap . fc ws sc te ww « « SSW 
Im Harn und Kot ausgeschieden . . . . . 16784 + 
Im Korper zuriickgehalten . 2... . 1. 1.) 58264 
Jodautnahme der zweiten Driise. . . . . . . 293864 
In Organen, Geweben usw. ......... 2890 


Die morphologisch-histologischen Ergebnisse. Morphologisch-histologische 
Untersuchungen und Forschungen haben unseres Erachtens die gleiche 
Bedeutung wie die Bestimmung des Jodgehalts. Unser Material der Hunde- 
schilddriisen ist jedoch noch nicht ausreichend, um alle hier in Betracht 
kommenden Fragen zu lésen. Wir méchten aber unsere Stellungnahme 
hierzu erértern. Wir unterscheiden verschiedene Funktionsstadien, vor 
allem ein ruhiges und ein unruhiges. Das Ruhestadium zeichnet sich durch 
eroBke Follikel und schmale Interstitien aus und enthalt verhaltnismaéBig 
agroBe Menaen von Jod. Das unruhige Stadium wird bedingt durch groBe und 
sehr kleine Kolloidriume neben kolloidfreien, soliden Haufen von Epithel- 
zellen. Die Interstitien erscheinen sehr breit und sehr zellreich. Es ergibt 
sich im Gegensatz zum Ruhestadium ein sehr wechselvolles Bild. Damit 
verkniipft ist auch ein geringerer Jodgehalt. 

Die Schilddriisen kénnen nun monatelang in einem dieser Stadien 
verharren, ohne daB unbedingt ein Zusammenhang, z. B. mit den Jahres 
zeiten oder dem Alter, besteht. Wir finden demnack in jedem Alter und zu 
jeder Jalhreszeit bei den Versuchstieren diese beiden Driisenbilder. Das 
unruhige Stadium bringen wir in Verbindung mit Anschoppung und 
Ausschwemmung des Kolloids. Die Anschoppung ist erkenntlich an det 
wechselnden GréBe der Follikel, die sich aus den Zellhaufen bilden, das 


Ausschwemmungsstadium an einer Zelleinwanderung in die Kolloidraume 
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Abb. 1. Hund Nr. 9, KJ-(Vorversuch 








Abb. 2. Hund Nr.9 nach J K-Fiitterung 
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Abb. 4. Hund Nr. 15, Jodtroponversuch 
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und Vertliissigung und Verschwinden des Kolloids. Damit ist auch Falter 
bildung der Epithelsiume verkniipft. 


Es ist wohl so, das das Anschoppungsstadium in vielen Fallen nicht zun 
Ruhestadium zu fiihren braucht, es steht ja die Schilddriise in Abhangigkei 
von den iibrigen innersekretorischen Driisen. Es kann z. B. durch (Ce 
schlechtsdriisenhormone die Ausschwemmung verhindert werden. — Fillt 
eine derartige Innere Hemmung weg, so kann die Driise wieder speichern 
Umgekehrt mobilisieren andere Hormone die Driise im Ruhestadium 
Auch aut nervésen Bahnen des autonomen Systems kénnen derartige 
Wechselwirkungen ausgelést werden. Es ist deshalb leicht méglich 
und es soll unsere kommende Aufgabe sein, solche Méglichkeiten genau 
festzustellen . daB in einem derartigen Stadium (Ausschwemmung 
auch die Verabreichung von Jod zu keiner Speicherung fiihrt. Wir kénner 
deswegen die Speicherungsfahigkeit fiir Jod in verschiedener Bindung nur dann 
miteinander vergleichen, wenn auch die histologischen Bilder miteinander 
iibereinstimmen. Gerade die beiliegenden Bilder eines Jodkaliversuchs und 
die von Jodtropon geben einen deutlichen Hinweis auf diese Méglichkeiten. 


Die Jodkalidriise zeigt in der Vorperiode das unruhige Stadium 
(Kolloidausschwemmung) (Abb. 1). Unter dem Einfluf des Jodkalis tritt 
eine deutliche Entfaltung der kleinsten Follikel ein. Es ist wohl etwas mehr 
Kolloid vorhanden, aber das Bild zeigt immer noch die starke Unruhe 
(Abb. 2). Nach der chemischen Untersuchung hat die Driise, die vorhet 
1080 » Jod?! enthielt, nur 74 7 gespeichert, nachdem sieben Tage hindurch 
3000 7 Jod verabreicht wurden. Der nachstliegende SchluB, der auch von 
uns gezogen wurde, ist der, daB die Schilddriise fiir Jodkali nur eine geringe 
Speicherungstahigkeit besitzt. Es kann aber ebensogut mdglich sein. 
daB der Funktionszustand der Driise oder die Beeinflussung durch andere 
hormonale oder nervése Einwirkungen keine Speicherungsfahigkeit er- 
moglichte. Leider hat der Hund nur zwei Driisenhalften, wir hatten Tiere 
notig mit mindestens vier Driisen. 


Wie die beiden anderen Bilder (Abb. 3 und 4) zeigen (Vorstadien det 
Driisen bei Hund Nr. 14 und 15), war bei den Hunden, denen das Jodtropon 
gegeben wurde, ein anderes, unter sich aber sehr verwandtes, naimlich das 
ruhige Stadium deutlich nachweisbar. Hier wurde das organisch gebundene 
Jod in groBer Menge gespeichert. Die histologischen Bilder der zweiten 
Driise zeigten dieselben FollikelgréBen, aber es waren die Epithelsiume 
erniedrigt und die Kerne plattgedriickt. Das Gewicht der Driisen nahm 
sogar noch ab, denn beim Hund Nr. 14 wog die erste Driise 1,684 g, die 
zweite 1,347 g. Beim Hund Nr. 15 wog die erste Driise 2,699 g, die zweite 
1.933 g. Im Gegensatz dazu blieb die Driise des Jodkalihundes in ihren 
Gewichten gleich (2,328 und 2,322 g). 


Zusammenfassung, 
Auf Grund der chemischen Analyse der Schilddriisen wird in einem 
Versuch an zwei Hunden der Beweis erbracht, daB organisch gebundenes 
Jod (Jodtropon) bedeutend besser gespeichert wird als Jodalkalium. 


1 Hund Nr. 9 hatte bereits einige Wochen vor diesem Versuch schon 
einmal gréBere Mengen Jodkali erhalten. |. c. 8.81 und 82. 
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Der Jodgehalt der restierenden Schilddriisenhalfte stieg in Fall 1 
von 38,1 auf 188.9 mg-",, in Fall 2 von 32.8 auf 176 mg-°,, er erfuhr 
also eine Steigerung auf das Fiinf- bzw. Fiinfeinhalbfache. Die Schild- 
driisen selbst wiesen histologisch das sogenannte Ruhestadium auf. 

Die histologischen Ergebnisse lassen aber auch die Mdéglichkeit 
zu, daB bei dem Hund, der Jodkali bekam, die Schilddriise nur geringe 
Speicherfaihigkeit zeigte. Diese Frage wird von uns einer weiteren 
Priifung unterzogen werden. 


Literatur. 
1) W. Klein, Dtsch. Tierarztl. W. 37. 545, 1929. 2) G. Pfeiffer, diese 
Zeitschr. 215, 197, 1929 (hier auch die iibrige Literatur). 3) E. Glimm u. 


J. Isenbruch, ebendaselbst 207, 368. 1929. 


Magnesiumbestimmung im Blute. 


Von 
F. Eichholtz und R. Berg. 


(Aus den Pharmakologischen und Chemischen Instituten der Universitit 
Konigsberg i. Pr.) 


(Eingegangen am 23. Juni 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Yoshimatsu! hat vor kurzem eine elegante Methode der Magnesium- 
bestimmung ohne vorhergehende Trennung von Calcium im Blute und 
Serum angegeben. 


Diese Methode beruht auf der Abscheidung des Magnesiums mit 
Hilfe von o-Oxychinolin als schwerlésliches, inneres Komplexsalz von der 
Zusammensetzung Mg(C,H,ON), . 2 H,O, wie sie bereits Berg? fiir makro- 
und mikroanalytische Bestimmungen des Magnesiums in Gegenwart von 
Erdalkalimetallen angegeben hat. Bei Einhaltung bestimmter Hydroxyl- 
ionen-Konzentration wird die Fillung der Erdalkalikomplexe verhindert. 
Nach Wiederauflésen der Fallung in Mineralsiuren bestimmt Berg den 
Metallgehalt durch jodometrische Titration des 8-Oxychinolinrestes nach 
dem Prinzip der Koppeschaaeschen* Phenolbestimmung. 

Yoshimatsu erweitert die Methode von Berg zu einer kolorimetrischen 
Bestimmung des Magnesiums, indem er von der bisher unbekannten Tat- 
sache Gebrauch macht, daB das 8-Oxychinolin als Phenolderivat dank der in 
peri-Stellung zum tertiaren Stickstoffatom befindlichen Hydroxylgruppe 
mit dem Phenolreagens von Folin und Denis* (Phosphormolybdin-Wolfram- 
siure) in alkalischer Losung unter Bildung der intensiv gefarbten, kolloid 
gelésten niederen Oxyde des Molybdans und Wolframs reagiert. Die aut 
diese Weise erzeugte Farbung kann nunmehr mit einer Standardlésung von 
bekanntem Magnesiumoxychinolingehalt verglichen werden. 


So vérlockend diese Methode nach der Beschreibung von Yoshi- 
matsu auf den ersten Blick erscheint, so begegnete sie doch in unseren 


1 The Tohoku Journal of Experimental Medicine, Vol. XTV, Nr. 1, 1929. 

* Journ. f. prakt. Chem. 115, 178, 1927; Zeitschr. f. anal. Chem. 
#1, 23, 1927. 

3 Zeitschr. f. anal. Chem. 15, 233, 1876. 

4 Journ. of biol. Chem. 22, 305, 1915; 44, 409, 1920. 
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Handen einigen unerwarteten Schwierigkeiten, tiber die im folgenden 
berichtet wird. 


Uber die bei der Yoshimatsu-Methode verwandten Reagenzien. 

Der eine von uns! hat in einer friiheren Publikation auf die Un- 
bestandigkeit der alkoholischen Oxychinolinlésung aufmerksam ge- 
macht, die unter dem EinfluB des Luftsauerstoffs seine komplex- 
bildende Eigenschaft einbiiBt, und auBerdem nach unseren Unter- 
suchungen mit dem Folinschen Reagens keine Farbung mehr liefert. 
Aus diesem Grunde empfiehlt Berg fiir seine Methode eine frisch be- 
reitete bzw. nicht iiber 8 Tage alte Lésung. Die gleiche Wirkung iiben 
Oxydationsmittel aus, wobei darauf hingewiesen wird, daB z. B. die 
in unseren Handen befindlichen Ammoniaklésungen eine mehr oder 
minder starke Jodstairkereaktion zeigten. Die zur Methode verwandten 
teagenzien diirfen daher keine oxydierenden Substanzen enthalten. 
Fiir praktische Zwecke geniigt hierbei ein negativer Ausfall der Jod- 
starkereaktion. Aus dem gleichen Grunde ist das fiir die Lésungen 
verwandte, aus Quarz redestillierte und in TongefaBen aufbewahrte 
Wasser gut auszukochen. Die iibrigen von Yoshimatsu angegebenen 
Reagenzien erwiesen sich auch in unseren Handen als brauchbar. 


Uber die Zersetzung des Oxychinolins durch Schwermetalle. 


In Vorversuchen wurde festgestellt, daB auch bei Abwesenheit 
von oxydierenden Substanzen und bei gut ausgekochtem destillierten 
Wasser eine Zersetzung des Oxychinolins erfolgen kann. Unter diesen 
Bedingungen lieB sich ein katalytischer EinfluB8 bestimmter Schwer- 
metalle nachweisen. 

Methode. Je 5ccm einer wasserigen Oxychinolinlésung 1: 200 wurden 
mit und ohne Zusatz von Katalysatoren in ein MeBkélbchen von l5cem 
Inhalt pipettiert und die Kélbchen mittels eingeschliffenen Glas- 
stopfens gut verschlossen. Sie wurden dann 10 Minuten lang im Wasser- 
bad auf 90° erhitzt. Hierbei war zu beachten, daB das Niveau des 
Wasserbads nicht héher war als das Niveau der Fliissigkeit im MeB- 
kélbchen, da anderenfalls bei der Erwirmung der Glasstopfen heraus- 
getrieben werden kénnte unter Verfliichtigung von Oxychinolin. Nach 
10 Minuten wurde der Inhalt des Kélbchens rasch abgekiihlt, mit Folin- 
schem Reagens behandelt und nach der iiblichen Zeit (s. unten) kolori- 
metriert. 

Unter einer groBen Zahl von Schwermetallen erwiesen sich allein 
Kupfer und Zink als katalytisch wirksam. Die hier aufgefiihrte Ab- 


1 Berg, 1. c. 
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bildung zeigt die katalytische Zersetzung von Oxychinolin in Gegen- 
wart von Kupfer und Zink in Konzentration zwischen 5. 10~® bis 
1. 10~® molar. 
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x29~§ Konzentration des zuge- 
setzten Metalles in Mol. 


Abb. 1. 


Die Aufstellung der Kurve verdanken wir der freundlichen Mit- 
arbeit von Herrn Dr. K. Winzer. 

Zur Abbildung ist zu bemerken, daB innerhalb der Versuchsfehler 
die Wirkung von Kupfer und Zink véllig identisch zu sein scheint. 
Besonders wurde auch ein Gemisch von Kupfer und Zink unter- 
sucht, um festzustellen, ob hierbei vielleicht ein verstarkter Effekt 
nachzuweisen ware. Die Wirkung des Gemisches ist, wie aus der 
Abbildung hervorgeht, rein additiv. 

Bei gleicher Versuchsanordnung waren andere Metalle wie Al, 
As, Cd, Fe, Mn, Hg, Sb, Sn wirkungslos. Es liegt bisher keine Beob- 
achtung vor, daB neben Kupfer und Zink andere Metalle katalytisch 
wirken!. Dagegen wurde zur Kritik der Yoshimatsuschen Methode die 
wichtige Beobachtung gemacht, daB geringe Kupfermengen durch 
Glassplitter aktiviert werden. 

Fiir die Yoshimatsusche Methode ist es demnach wesentlich, dab 
eine Verunreinigung der Chemikalien durch Metallspuren wie Kupfer 


1 Bemerkung bei der Korrektur: Ebenso fiihrt Gold in einer Kon- 
zentration von 2,5. 10—® bis 20 . 10—® zur Zersetzung des Oxychinolins unter 
gleichzeitiger Ausscheidung von kolloidalem Gold, das bei starkerer Kon- 
zentration zu rotbraunlicher Verfarbung fiihrt. 
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und Zink das analytische Ergebnis stéren kann. Aus diesem Grunde 
ist das zum Ansetzen der Reagenzien verwandte destillierte Wasser 
aus Quarz zu redestillieren und am besten in TongefaéBen aufzubewahren. 


Uber den EinfluB der verschiedenen Glassorten auf die Yoshimatsu-Methode. 


Beim Zusatz des 8-Oxychinolins zu einer ammoniakalischen 
Magnesiumlésung, die quantitativ der des Serum-Magnesiums entspricht, 
tritt zunachst keine Triibung auf. Vielmehr ist dazu nach Yoshimatsu 
lingeres Reiben mit dem Glasstab nétig. Diese Triibung faBt Yoshimatsu 
als Magnesium-Oxychinolinniederschlag auf. Nach unseren Erfahrungen 
ist die Triibung hauptsachlich durch kleine Glassplitterchen bedingt, 
und sclange keine Glassplitterchen nachzuweisen sind, ist in der obigen 
Konzentration auch kein Magnesium-Oxychinolinniederschlag nach- 
zuweisen. Andererseits liegen, die bestimmbaren Magnesiummengen 
innerhalb der Léslichkeitsgrenzen des Magnesium-Oxychinolins. Aus 
diesem Grunde ist anzunehmen, daB die Fallung des Magnesium-Oxy- 
chinolins zuriickzufiihren ist auf eine adsorptive Bindung an die durch 
Reiben entstandenen feinen Glassplitterchen. Hierbei scheinen spezi- 
fische Adsorptionskrafte einzugreifen, da eine Glassorte von der Zu- 
sammensetzung 48"°,, SiO,, 12 Na,O, 12 PbO und 6°, ZnO die 
gréBte Emptindlichkeit ergab. Es sei hier besonders bemerkt, daB beim 
teiben von Quarz auf Quarz schlechtere Resultate erzielt wurden. 


Eine weitere Schwierigkeit bei unbekannten Glassorten liegt 
abgesehen von der oben erwahnten Verstarkung katalytischer Effekte 
in der Tatsache, daB bei einzelnen der untersuchten Glassorten die 
Glassplitterchen selbst Oxychinolin adsorbierten, das bei Behandeln 
mit Salzsdure frei gemacht wurde und bei Bestimmung mit dem Folin- 
Reagens einen mehr oder minder groBen Uberwert ergab. 


Unter neun untersuchten Glassorten ergab allein die oben angefiihrte 
befriedigende Resultate. 

Auf Grund dieser Ergebnisse wird folgende Modifikation der 
Yoshimatsuschen Methode empfohlen. Die nachfolgende Darstellung 
erfolgt im engsten AnschluB an die von Yoshimatsu. 


Herstellung der Reagenzien. 


1. Vergleichslésung: A. 0.2150 g Magnesium-Oxychinolin, entsprechend 
einem Gehalt von 1.5mg Mg pro 100ccm, werden in n Salzsaure 
aufgelist und die Lésung auf 500 ccm aufgefiillt. B. 0,1433 ¢g 
Magnesium-Oxychinolin, entsprechend einem Gehalt von 1,0 mg Mg 
pro 100 cem, werden gleichfalls in n Salzsiure aufgelést und aut 
500 ccm aufgefiillt. Die Herstellung des Magnesium-Oxychinolin- 
k>mplexes erfolgt nach Berg. 
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2. Oxychinolinlésung: 2g 8-Oxychinolin in 100 cem 95°, igen 
Alkohol auflésen. Alle 8 Tage erneuern! 

3. Konzentriertes Ammoniakwasser 25° ig (frei von oxydierende: 
Stoffen). 

4. Reinstes Ammoniumchlorid (Kahlbaum). 

5. Normale Salzsiure (frei von oxydierenden Stoffen). 

6. 5% ige ammoniakalische Ammoniumacetatlésung: zu 5% ige! 
Ammoniumacetatlésung so viel Ammoniakwasser zusetzen, bis di 
Losung gegen Phenolphthalein gerade schwach alkalisch reagiert 

7. 10%, ige Natriumwolframatlésung. 

8. 2/,n Schwefelsiure. 

9, Reagens nach Folin und Denis. 

10. 20° ige Carbonatlésung (25g kristallisiertes Natriumcarbonat 

werden in 100 ccm destilliertem Wasser gelést). 


Methode, 

leem Blut bzw. Serum wird in ein Zentrifugenglas von 15 ccm 
Inhalt iiberfiihrt, mit 7 ccm destilliertem Wasser versetzt und 1 ccm 
der 10° igen Natriumwolframatlésung zugefiihrt und durchgeschiittelt. 
Hierzu langsam unter Umriihren l ccm ?/,n Schwefelsiure tropfen- 
weise zusetzen. Durchschiitteln, 10 Minuten stehenlassen, scharf 
zentrifugieren. Sollte hierbei nicht alles EiweiB ausgefallt werden, so 
muB die Lésung, mit Gummistopfen versehen, vorher 5 Minuten in 
kochendes Wasserbad gesetzt werden. 

In ein trockenes Zentrifugenglas aus Quarz werden 0,3 bis 0,5 g 
gepulvertes Ammoniumchlorid eingebracht und 5cem der eiweil- 
freien Blutlésung zugefiihrt. ZweckmaBigerweise wird eine Serie von 
vier Zentrifugenglasern gleichzeitig behandelt. Diese Glaser werden 
in ein Wasserbad von 80° gestellt und die Temperatur langsam bis 
zum Siedepunkt erhéht. Nacheinander werden die Glaser heraus- 
genommen, mit 0,2 cem Oxychinolinlésung und 0,4 ccm konzentriertem 
Ammoniak versetzt. Die Lésung wird mit einem feinen Glasstab det 
oben genannten Zusammensetzung 1 Minute lang gerieben, dann das 
Zentrifugenglas in das kochende Wasser zuriickgestellt und 10 Minuten 
lang erhitzt. Die hei®e Lésung wird scharf zentrifugiert und die iiber- 
stehende Flissigkeit dekantiert, wobei darauf zu achten ist, daB kein 
Reste des Oxychinolinkomplexes an der Oberfliche der Fliissigkeit 
zuriickgeblieben sind. Nunmehr wird dreimal mit je 2ccm der warmen 


ammoniakalischen Ammoniumacetatlésung gewaschen und jedesma! 
zentrifugiert. Nach dem letzten Zentrifugieren wird das Waschwasse! 
dekantiert und die Fallung in 0,5cem n/1 Salzsiure aufgenommen 
Diese Lésung wird mit 5 ccm destilliertem Wasser versetzt, in einen 
25-cem-MeBkolben iiberfiihrt und das Zentrifugenglas zweimal mit 


je 2cem destilliertem Wasser gewaschen. In einen anderen 25-ccm- 
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MeBkolben werden 5ccm der Standardlésung eingefiihrt, zu beiden 
Kolben 5cem 20° .ige Natriumcarbonatlésung, nach dem Mischen 
lecem des Folinschen Reagenzes zugefiigt und bis zur Marke mit 
destilliertem Wasser aufgefillt. Die Kolben werden 1 Minute lang 
ins Wasserbad gestellt. Man 1]aBt sie dann 30 Minuten bei Zimmer- 
temperatur stehen und kolorimetriert. Kontrollversuche ergaben, daB 
die hier beschriebene Methode in ahnlichen Fehlergrenzen liegt wie 
die von Yoshimatsu. Die Belegzahlen sind bereits an anderer Stelle 
veroffentlicht!. 
Zusammenfassung. 

Es werden einige wichtige Fehlerquellen der Bestimmungsmethode 
von Magnesium im Blut nach Yoshimatsu erértert und die dadurch 
notwendigen Modifikationen empfohlen. 


Bei der Durchfiihrung der Arbeiten sind uns Frl. Skopp und Herr 
Woélker behiltlich gewesen. 


1 Zeitschr. f. Mikrochem., Emich-Festschrift. 





Uber Stoffwechselwirkungen von Gurwitsch-strahlen. 


Von 
Heinrich Gesenius. 
(Aus der I. medizinischen Universitatsklinik Berlin, Charité.) 
(Eingegangen am 23. Juni 1930.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Vor einem Jahre habe ich kurz iiber einen neuen Weg zum Nach- 
weis der von Gurwitsch auf Grund morphologischer Beobachtungen 
angenommenen Strahlung berichtet!. 

Die Bekanntschaft mit diesem neuartigen Wissensgebiete verdanke 
ich W. W. Siebert, der als erster mit Hilfe der Hefezahimethode in eine: 
Reihe von Arbeiten? die Beftunde von Gurwitsch und seinen Mitarbeitern 
zum groBten Teile bestatigt hat und dariiber hinaus zu wichtigen Ergebnissen 


gelangt ist. 


Vermochte diese sogenannte ,,mitogenetische Strahlung* tatsachlich 


das Wachstum zu beschleunigen, so war nach allen Erfahrungen 
iiber den Zusammenhang von Stoffwechsel und Wachstum zu ver- 


muten, daB der EinfluB der Strahlen auf die Detektorzelle sich auch 
durch Veranderungen des Stoffwechsels dieser Zelle bemerkbar machen 
wirde. Mit Hilfe des Warburgschen gasanalytischen Verfahrens habe 
ich den Stoffwechsel von Saccharomyces ellipsoideus nach Bestrahlung 
untersucht. Die Ergebnisse der bisher abgeschlossenen Untersuchungs- 
reihen werden im folgenden mitgeteilt. 


Inhalt. 
1. Beeinflussung der anaeroben Garung. 
2. Beeinthissung der Atmung unter AusschluB der Garung. 
3. Beeinflussung von Atmung und Garung unter aeroben Bedingungen. 
4. Beeinflussung der Garkraft eines Hefemazerationssaftes. 
5. Diskussion 
6. Methodik. 


1 Vgl. diese Zeitschr. 212, 240, 1929. 
2 Zeitschr. f. klin. Med. 109, 360, 1928; diese Zeitschr. 202, 115 und 123, 
1928; 215, 152, 1929; 220, 487, 1930. 
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1. Beeinflussung der anaeroben Girung (Tabelle 1). 


Im Gegensatz zur Technik der Gurwitschschen Schule verwandte 
ich als Detektor eine fliissige Hefekultur. In neuerer Zeit hat auch 
Baron sich vorzugsweise dieser Abanderung bedient. 

Die nach vierstiindiger Bestrahlung in einer N,-CO,-Atmosphare 
in 102 Versuchen gepriiften Zellen zeigten eine Garungsbeschleunigung 
in 68 Versuchen, und zwar um einen Betrag von durchschnittlich 
85°, 10 Minuten, 8°,, 30 Minuten nach Messungsbeginn. Der Stoff- 
wechsel blieb innerhalb der Fehlergrenze unbeeinfluBt in 30 Versuchen 
und fiel als Bestrahlungsfolge ab in vier Versuchen um durchschnittlich 
3.5°,.  Induktor: Hefeagarkultur. 


2. Beeinflussung der Atmung unter Ausschlu8 der Girung (Tabelle I). 


Die Atmung wurde in O,-Atmosphare gemessen. Sie wurde durch 
die vorangegangene Bestrahlung gehemmt um durchschnittlich 12°, 
in 40 von 54 Versuchen, 30 Minuten nach Messungsbeginn. Innerhalb 
der Fehlergrenze unbeeinfluBt war die Atmung in 13, vermehrt in einem 
Versuch. Die Versuchsbedingungen (Nahrlésung mit geringem Zucker- 
gehalt, Phosphatpuffer ohne Glucose) waren so gewahlt, daB Garung 
als energieliefernde Reaktion nicht eintrat. Anstrahlungsdauer 4 Stunden. 
Induktor: Hefeagarkultur. 


€ 


3. Beeinflussung von Atmung und Girung unter aeroben Bedingungen 
(Tabelle IT). 


Die Atmungshemmung bei Hefe, die ihren Energiebedarf ganz 
oder ganz iiberwiegend durch Atmung deckt, scheint gegen eine Wachs- 
tumsférderung durch ,,mitogenetische Strahlung“ zu sprechen. Da 
aber in den Garungsversuchen eine gewisse Férderung des Stoff- und 
Energiewechsels vorliegt, wurden die Versuche im Hinblick auf die 
Energiebilanz (vgl. Diskussion) fortgesetzt, unter Bedingungen, unter 
denen die Hefe gleichzeitig gart und atmet. 

Hierbei ergab sich bei 17 Versuchen nur einmal eine Garungs- 
steigerung von 3,5°,, fiir die angestrahlte Kultur. In den restlichen 
16 Versuchen war die Gdrung um durchschnittlich 5,1°., gemindert. 
Die Atmungshemmung war mit einer einzigen Ausnahme stets vorhanden 
und betrug im Durchschnitt 23,8 °,. 


4. Beeinflussung der Girkraft eines Hefemazerationssaftes (Tabelle IIT). 

Prinzipiell wichtig schien mir eine Beantwortung der Frage, ob 
Fermente durch Gurwitsch-Strahlen beeinfluBt werden. Als Detektor 
diente ein klarer, mikroskopisch voéllig zellfreier Hefemazerationssaft. 
Versuche mit Hefeagarkultur als Induktor fiihrten zu keinem ein- 
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Tabelle I. 
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1 
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Tabelle I (Fortsetzung). 








Versuch 


Nr. 


84 


85 


86 


88 


89 


90 


91 


96 


97 


98 


99 


100 


102 


104 


104b 


Anstrahl- 
zeit 


Std. 


| 


or 


~! 


Atmungs- 
anderung 
tiber 
30 Min. 
abgelesen 


0 
0 


11 


| 

| 
ow 
oe 


Girungs- 
anderung 
liber 10 und 
30 Min. 
abgelesen 

0 


+120 
+ 20.0 
+ 3,0 
— 40 
+ 15,0 
+ 90 


+ 14,0 
14,0 


+ 14,0 
+ 5,0 


+ 13,5 
+ 11,0 


40 
+ 40 
+ 4,0 

6,0 
+ 8,0 
1 70 

0 
+ 13,0 
+ 12.0 


14,0 
+ 10,9 


+ 13,0 
+ 18,0 


Atmung mit 
Glucose 


Atmung 
ohne Glue. 





Versuch 


Nr. 


105 


106 


107 


108 


109 


110 


111 


118 


119 


120 


Anstrahl- 


zeit 


Std. 


~ 


to 


Atmungs- 
inderung 
tiber 
30 Min. 
abgelesen 


Giarungs- 
inderung 
iiber 10 und 
30 Min 
abgelesen 


+ 8,0 


5.0 
4,0 
+ 20 
2.0 
+ 30 
+ 20 
+ 7,0 
+ 50 
+ 6,0 


0 
0 
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_— 
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16 
17 


Anstrahlzeit 


Std 


Atmungsinderung Girungsinderung 


Abgelesen 
Min 


24 
34 
34 
25 
28 
25 
33 
24 
26 
37 
28 
60 
26 
48 

4,7 
23 
44 
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deutigen Resultat. Dagegen ergab sich bei Verwendung von Blut ge 
sunder bzw. in Erholung begriffener Personen als Induktor nach !,- bis 
2stiindiger Anstrahlung bei einer Ablesungsdauer von durchschnittlic] 
30 Minuten in 28 von 30 Fallen eine Garungshemmung von durch 
schnittlich 14°,. 

Eine weit gréBere Versuchsreihe, bei der ebenfalls menschliches Blut 
als Induktor diente, wurde mit fliissigen Hefekulturen als Detektoren aus 
gefiihrt. Gesundes Blut induziert nicht nur Mazerationssaft, sondern auc! 
Hefekulturen mit groBer Konstanz im Gegensatz zu carcinomatésem und 
andmisch verindertem Blut. Da diesen Versuchen klinisch-diagnostisches 
Interesse zuakommt, werden sie cemnichst ausfiihrlich mitgeteilt. 


5. Diskussion. 

Die Resultate der bisher angestellten Experimente sprechen fiir 
eine Existenz der Gurwitsch-Strahlen. 

Zu erértern ist jedoch die Frage, ob es sich bei den vorliegenden 
Versuchen um ein Wachstum als Strahlungsfolge handeln kann. In 
der ersten Versuchsreihe ist die anaerobe Garung allein gemessen; 
sie wird um 8,5 °,, geférdert. In der zweiten Versuchsreihe bei O,-Gegen- 
wart ist allein die Atmung gemessen, die um 12°, gehemmt wird. 
Nimmt man sogar an, daB auch in O, die Garung um denselben Betrag 
durch die Anstrahlung gesteigert wird, der in Versuchsreihe 1 unter 
anaeroben Bedingungen gefunden wurde, so ergibt sich trotzdem eine 
Abnahme der Energie, die der Hefezelle aus der Summe beider Stoff- 
wechselvorginge zuflieBt. Werden aber die als Bestrahlungsfolge auf- 
tretenden Anderungen der aeroben Garung nicht aus den Anderungen 
der anaeroben Garung erschlossen, sondern nach Warburg gleichzeitig 
gemessen, so zeigt sich, daB die aerobe Girung bei Bestrahlung nicht 
nur nicht zunimmt, sondern sogar etwas kleiner wird. Der Energie- 
gewinn der Hefezellen wird also durch die Anstrahlung noch mehr 
vermindert, als es bei Betrachtung allein der Versuchsreihen 1 und 2 
erschien. Es ist hierbei gleichgiiltig, ob Hefe oder Blut als Induktor 
verwendet wird. 

Die Versuchsergebnisse machen demnach keine Foérderung, sondern 
eine Schddigung des Wachstums wahrscheinlich. Ist eine derartige 
Schadigung auf Grund der bisherigen Erfahrungen iiber die Gurwitsch- 
Strahlen anzunehmen ? 

Die Technik der Hefezaihlmethode, auf welcher der gréBte Teil der bisher 
erschienenen Strahlungsarbeiten basiert, ist noch im Flu8. Bisher sind 
nacheinander drei verschiedene Kriterien der Zahlung angegeben worden!. 


1 M. Baron, Arch. f. Entwicklungsmech. 108, 617, 1926, und zwar 
S. 631; A. Gurwitsch, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. 5, 
Teil 2, 1929, S. 1401, und zwar 8S. 1444; M. Baron, Planta 10, 28, 1930, 
und zwar 8S. 37. 
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Die noch wenig durchsichtigen, verschiedenartigen Versuchsbedingungen 
hat Baron in einer umfassenden Arbeit! zu kléaren versucht, die bereits 
eingeleitete eigene Untersuchungen zunachst entbehrlich macht. Besonders 
wichtig scheint die Feststellung der groBen Bedeutung, die der Muto- 
induktion in der Detektorkultur selbst zukommt: sobald die gegenseitige 
Beeintlussung der Detektorzellen einen gewissen Grad _ iiberschreitet 
was nach Baron in nicht geniigend verdiinnten Kulturen der Fa!l ist , wird 
Fremdinduktion fiir diese Zellen ,,.belanglos“. 

Trotz der bedeutungsvollen Aufschliisse Barons bleibt aber noch 
manches sicherzustellen: so vor allem die Autklarung des Widerspruches, 
der darin liegt, daB eine feste Kultur trotz starker Mutoinduktion einen 
guten Detektor abgibt, ferner vielleicht auch die sehr verschieden beant- 
wortete Frage nach der optimalen Induktionszeit. 

Fir die in dieser Mitteilung angefiihrten andersartigen Versuche 
liegt es nahe, an eine zu starke Induktion zu denken: die Mutoinduktion 
der Zellen untereinander? fiihrt im Verein mit der Fremdinduktion 
von auBen zu einer Schadigung* der angestrahlten Kultur, deren 
Atmung hierdurch absinkt. Da diese Annahme jedoch im Widerspruch 
mit dem von Baron geschilderten Makroeffekt steht (bei dem trotz 
der verdiinnteren Kulturen eine Eigeninduktion doch wohl nicht aus- 
geschlossen werden kann, und dennoch nach tagelanger Fremdinduktion 
vermehrtes Wachstum bestehen soll), werden die Stoffwechselversuche 
am sich furchenden Seeigelei fortgesetzt4, das ein zur Beantwortung 
der Wachstumsfrage geeigneteres Substrat darstellt. 


Zusammenfassung. 


1. Ein Einflu8 der von Hefekulturen und Blut ausgehenden Strahlung 
auf den Garungs- und Atmungsstoffwechsel von Hefezellen wird nach- 
gewilesen. 

2. Auch Hefeferment wird bei Verwendung von Blut als Induktor 
konstant beeinfluBt. 

3. Die Errechnung der Energiebilanz ergibt sowohl fiir isolierte 
wie fiir gleichzeitige Untersuchung von Garung und Atmung ein Minus 


1 Planta 10, 1930. ‘ 

2 Stark verdiinnte Lésungen, die eine Mutoinduktion nach Baron 
ausschlieBen, wurden aus technischen Griinden nicht angewandt. Die Zell- 
zahl betrug in den ausgefiihrten Versuchen etwa 7 bis 10 Millionen pro 
Kubikmillimeter. 

3 Bei der Hemmung des Fermentsaftes durch die Blutstrahlung mii®Bten 
dann allerdings die Verhaltnisse anders liegen, hier miiBte man dann eine 
Schadigung allein durch Fernwirkung annehmen. Mit weiteren Fermenten 
begonnene Versuchsreihen sind noch nicht abgeschlossen. 

4 Nachtrag bei der Korrektur: Inzwischen angestellte Versuche ergaben 
nach Induktion mit gesundem, menschlichen Blut eine Atmungshemmung 
auch fiir die befruchteten Eier von Psammechinus miliaris. Zur Wachstums 
frage kann erst nach Aufarbeitung des eingelegten Materials Stellung ge- 


nommen werden. 
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an frei gewordener Energie als Folge 1!.- bis 4stiindiger Bestrahlung 
bei Verwendung einer Detektoraufschwemmung von 7 bis 10 Millione: 
Hefezellen pro Kubikmillimeter. | Hefemazerationssaft wird unte: 
gleichen Versuchsbedingungen nach Induktion mit gesundem Blut in 
seiner Garkraft gehemmt. 


6. Methodik. 


Induktoren. Als Induktoren dienten teils Hefekulturen, teils Blut- 
mischungen. 


Hefekulturen. Eine Bierwiirzeagarplatte (Agar 2,5°;) wird mit eine: 
nicht zu geringen Menge Saccharomyces ellipsoideus beimpft und 10 bis 
12 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen. Es ist von Vorteil, zw 
Induktion eine Zeit deutlich sichtbaren Wachstums des Heferasens zu 
wahlen. Temperatur wahrend der Induktion 25 bis 27°C. Induktionsdaue 
vgl. Tabellen. 


Blutmischungen. 8 bis 10cem der Vene entnommenes Blut werden 
sofort in eine gleiche Menge 2°,iger MgSO,-Lésung gegeben, leicht um- 
geschwenkt und zentrifugiert, bis sich die Erythrocyten zur Halfte der 
Blutmischungsséule gesenkt haben. Vom Boden her wird ein Teil der 
Mischung in ein Blockschalchen pipettiert, das mit einer Glasplatte bedeckt 
ist, deren Ausschnitt der oberen Weite des Blockschalchens entspricht. 
Eine Gerinnung tritt auch nach stundenlangem Stehen nicht ein. Statt 
des Magnesiumsulfates kann man auch festes Hirudin benutzen, auch 
hierbei wurde ein Teil des Serums durch Zentrifugieren entfernt. 


Die Kontrollen werden in gleicher Weise mit einer unbeimpften Agar- 
gZ 
platte bzw. einer 2°,igen MgSO,-Lésung angesetzt. 


Detektoren. Als Detektoren verwandte ich Aufschwemmungen von 
Saccharomyces ellipsoideus und zellfreiem Hefemazerationssaft. 


Detektorkulturen. Zur Herstellung der zu induzierenden Kulturen wurden 
am Vorabend des Versuchstages 8 bis 10 cem Nahrlésung (1°, Glucose, 
1°, Pepton, 1°, Fleischextrakt, 0,59, NaCl, px 6,3) mit einigen Osen 
Hefereinkultur beimpft und bei etwa 18°C stehengelassen. Nach gutem 
Durchschiitteln wurden hiervon je 2ccem Zellaufschwemmung in das 
Versughs- und in das Kontrollschalchen pipettiert. Durch mikroskopisch: 
Kontrolle wird auf Reinheit der Kultur gepriift. 


Mazerationssajt. 5g nach Lebedew hergestellter Trockenhefe werden 
mit 15 cem destillierten Wassers angeriihrt und 2 Stunden im Brutschrank 
bei 37° gehalten. Der Brei wird scharf zentrifugiert, der iiberstehende 
klare, gelbliche Fermentsaft abgehoben und mit einer Spur Glucose versetzt. 
Vollige Zellfreiheit wurde mikroskopisch nachgewiesen. Es wurde nur je 
leem Fermentsaft in die Quarzschailchen gegeben. 


Quarzschdlchen. Die Schailchen haben einen Durchmesser von 28 mm 
und eine Héhe von 16mm. Der angekittete Boden besteht aus einem 
0,15mm starken, sorgfaltig zu reinigenden Quarzblattchen. In die Glas- 
deckel ist eine Rinne eingeschliffen, in die der obere Schailchenrand genau 
hineinpa&t. Der Boden paBt ebenfalls genau in einen stufenférmigen Schlitt 
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einer Glasplattenéffnung. Alle Schliffe und Beriihrungsstellen (vgl. Abb. 1) 
kénnen wie es in einer Reihe von Versuchen geschah gefettet werden. 
Die Ergebnisse wurden hierdurch nicht beeinfluBt.) 








2617! 
a — —— b 
c 
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Abb. 1. 


iiberfallender Schliffdeckel. 06 abgesetzte Hefeaufschwemmung bzw. Hefemazerationssaft. 

Schilehen. d Schale mit Hefekultur oder Blut (bzw. Bierwiirzeagar oder MgS 0,-Léisung in 

den Kontrollen). e angekittetes Quarzblittchen. f Schutzschale. g Glasplatte mit Ausschnitt 
fiir das Schilchen. 


Warburgsche Apparatur. Es wurde mit verschiedenen GefaBtypen 
gearbeitet. Zu den ersten Versuchen dienten flache GefiBe mit Kalilauge- 
einsatz, Volumen 25 bis 30 ccm!, spater verwandte ich kleine retortenlose 
GefaBe (8 ccm Volumen) der bei Runnstrém? abgebildeten Form. Die nach 
der ,,verbesserten Methode zur Messung der Atmung und Glykolyse“ aus- 
gefiihrten Versuche wurden in den bekannten Kastchenapparaten angesetzt. 
Das N,-CO,-Gemisch wurde iiber gliihendes Kupfer geleitet, um eine 
moglichst vollstandige Entfernung des verunreinigenden O, zu erreichen. 


Pufferlésung. Es wurde ein mit N,-CO, (95 5°) bzw. O,-CO, (95/5%, ) 


oder reinem QO, gesittigter Phosphatpuffer vom pq = 5,6 verwandt. Auch 
die gleichzeitige Messung von aerober Géirung und Atmung nach Warburg 
fand in Phosphatpuffer bzw. Phosphat statt*. Pufferkonzentration in den 


GefiBen nach Zugabe des Detektors m/25. Glucosegehalt fiir Garungs- 
versuche im Ansatz 4°,. Das Uberspiilen der Detektorreste aus den Quarz- 
schalchen in graduierte Réhrchen geschieht am besten, indem man mit 
dem erforderlichen Puffer in 8 bis 10 Portionen mit fein ausgezogener 
Pipette die Schalchen mit scharfem Strah] ausspritzt. Vom Abnehmen des 
Detektors bis zur beendeten Sattigung des Gasraumes der GefiiBe ver- 
gingen 15 bis 18 Minuten. Die erste Ablesung kann also — nach Schiitteln 
bis zum Temperaturausgleich — nach etwa 30 Minuten vorgenommen 
werden. Temperatur des Wasserbades 26° C. Zum Ausspiilender Mazerations- 
sifte aus den Quarzschilchen wurde mit Hexose-phosphat‘ versetzter 
Glucose-Phosphatpuffer benutzt. 


1 Form vgl. diese Zeitschr. 142, 70, 1923. 

2 Acta zool. 9, 1928, Abb. la. 

3 Vel. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 162, 47, 1925. 

* Vgl. O. Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 167, 1918. 


ys 





Manometrische Messungsmethode des Blutzuckers. 


Von 
Akiji Fujita und Kotaro Okamoto. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts, Tokio, Japan. 
(Eingegangen am 22. Juni 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Im folgenden wird eine einfache Methode zur manometrischen 
Bestimmung des Blutzuckers beschrieben. Das Prinzip beruht auf det 
1912 von Ray und Sen! studierten Reaktion, nimlich der Entstehung 
von Stickstoff durch Einwirkung von Hydrazin auf Ferricyankalium 
in alkalischer Reaktion, welche zuerst von van Slyke und Hawkins? 
zur Zuckerbestimmung angewandt worden ist. Die Reaktion verlauft 
nach folgender Formel: 

4 K,Fe(CN), + N,H, H,SO,+ 6KOH = N, 
4 K, Fe (CN), + K, SO, + 6 H,0. 

Ferricyankalium wird durch Glucose reduziert und aus dem 
iiberschiissigen, tibrigbleibenden Teil entsteht unter Einwirkung 
von Hydrazin in alkalischer Reaktion eine entsprechende Menge 
Stickstoff, welche manometrisch bestimmt wird. Bei diese 
Methode kann der Stickstoff mit einem Manometer durch Niveau- 
ainderung der Brodieschen Fliissigkeit nach Warburg gemessen werden, 
in welcher der Normaldruck 10000 mm _ betragt, im Gegensatz zu 
760 mm bei Quecksilber. Infolgedessen ist die Niveaudnderung bei 
dieser Methode dreizehnmal so groB wie bei van Slyke und Hawkins. Zur 
Reduktion des Ferricyankaliums durch Glucose wird eine ziemlich 
konzentrierte Lésung des Phosphatpuffers mit py 12 benutzt, dessen 
pu wenig veranderlich gegen die Beimengungen ist, wahrend eine kleine 
Anderung des py keinen EinfluB auf die reduzierte Menge Ferricyan- 
kalium durch Glucose hat, im Gegensatz zum Carbonatpuffer, bei 
welchem die reduzierte Ferricyankaliummenge vom py bedeutend 
abhangig ist. Die Reduktion ist bereits in 5 Minuten vollendet und 
bleibt selbst nach 30 Minuten konstant. Die reduzierte Ferricyan- 
kaliummenge ist ganz proportional der zugesetzten Glucosemenge, 


' Ray u. Sen, Zeitschr. f. anorg. Chem. 76, 380, 1912. 
2 van Slyke u. Hawkins, Journ. of biol. Chem. 79, 739, 1928. 
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im Gegensatz zu der Methode von Hagedorn-Jensen', infolgedessen ist 
die Rechnung einfach und bedarf keiner besonderen Tabelle. Die 
Abwagung der Reagenzien braucht nicht sehr exakt zu sein. Auch 
die Zeitdauer des Kochens, Schiittelns usw. braucht auch nicht genau 
eingehalten zu werden. Wie bei der Methode von van Slyke und Haw- 
kins ist die Herstellung der Reagenzien ganz einfach und leicht, sie 
sind sehr haltbar, und man bedarf keiner Standardlésung. Da aber 
bei unserer Methode die Reagenzien immer in einem GefiB mit be- 
stimmtem Gasraum gemischt werden und die benutzbare Fliissigkeits- 
menge beschrankt ist, sind besondere Kautelen ndétig. 

Zur Messung des echten vergairbaren Zuckers wird auch die Be- 
stimmungsmethode der Restreduktion nach der Hefegaérung beschrieben. 


Einteilung der Arbeit. 


I. Messung der Gesamtreduktion. 
Herstellung der Reagenzien. 
Messungsmethode. 
Experimentelles. 

II. Messung der Restreduktion. 
Herstellung der Hefesuspension. 
Messungsmethode. 
Experimentelles. 


III. Zusammenfassung. 


I. Messung der Gesamtreduktion. 
Herstellung der Reagenzien. 
Man braucht zwei Reagenzien: 


1. Reagens A: 


Kaliumferricyanid ........ lig 
Sekundires Kaliumphosphat 2... 14g 
Tertiares Kaliumphosphat... . . 4,25 ¢ 
Destilliertes Wasser. . . . . . . . 100ccm 


Die Abwagung braucht nicht sehr exakt zu sein. Um eine Anderung 
durch Sonnenstrahlen zu verhiiten, bewahrt man das Reagens in einer 
braunen Flasche auf. 

2. Reagens B: 


Gesaittigte wasserige Lésung von 


0 Ee a ee 
Gesattigte wasserige L6sung von 
Pyaresmenuiiat. ........ 4Voil. 


Beim Mischen der beiden Lésungen wird das iiberschiissige Hydrazin 
ausgeschieden und man bekommt eine gesattigte Lésung von Hydrazin- 
sulfat in ein Fiinftel gesattigter Kalilauge. 


1 Hagedorn u. Jensen, diese Zeitschr. 135, 46, 1923; 187, 92, 1923. 
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AuBerdem braucht man Folin-Wusches EnteiweiBungsreagens, 
namlich folgende zwei Lésungen: 
10°. ige Natriumwolframatlésung, 
2/,n Schwefelsaure. 


Beide Lésungen werden gesondert aufbewahrt. Zum Versuch 
stellen wir am besten folgende Mischung nach van Slyke und Haw- 
kins her: 


10°, ige Natriumwolframatlésung. . 1 Vol. 

*/,m Bomwelemiawe. . . 2. ss es I 

destilliertes Wasser ........7 
oder : 

10°. ige Natriumwolframatlosung. . 1 Vol. 

n/12 Schwefelsiture........8 


Zu 9cem dieser Mischung setzt man | cem Blut. Dadurch wird 
das Blut auf das Zehnfache verdiinnt. Der gefundene Wert ist derselbe 
wie der nach der Originalmethode von Folin-Wu gefundene. 

Ist die Zuckermenge sehr gering oder soll, wie spater beschrieben 
wird, die Restreduktion bestimmt werden, so stellen wir ein fiinffach 
verdiinntes Blutfiltrat her, da hier die benutzbare Fliissigkeitsmenge 
beschrankt ist, und man so exaktere Werte bekommt, namlich: 


10°, ige Natriumwolframatlésung. . 1 Vol. 
2, n Schwefelsaure . l 
destilliertes Wasser. .......2 

( der: 
10°, ige Natriumwolframatlésung. . 1 Vol. 
2/,n Schwefelaiure. .......3 


Zu 4 ccm dieser Mischung setzt man 1 ccm Blut zu. Man zentrifugiert 
dann einige Minuten lang, wobei die Hauptmenge des EiweiBes sich 
abscheidet. Man filtriert durch ein eisenfreies Filter und bekommt 
ein ganz klares Filtrat. Vergleichende Versuche mit fiinffach und zehn- 
fach verdiinntem Blutfiltrat zeigten gar keinen Unterschied. Die zum 
Blut zugesetzte Glucose wurde in beiden Filtraten immer genau wieder 
gefunden. 

Messungsmethode. 
1, Reduktion durch Blutzucker. 

4ccm Blutfiltrat und 1 cem Reagens A werden in ein Reagenzglas 
mit geschliffenem Glasstépsel gebracht, zwischen Glaswand und Stépsel 
wird ein kleines Papierstiickchen eingelegt, um den Wasserdampf ent- 


weichen zu lassen. Man taucht das Reagenzglas etwa 15 Minuten lang 
in ein siedendes Wasserbad, dann kiihlt man es in fliebendem Wasser 
ab und l4Bt es in Wasser von Zimmertemperatur ungefahr 10 Minuten 
lang stehen. Man schiittelt den Inhalt gut durch und benutzt ihn zum 
Versuch. 
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2. Manometrische Messung. 

Wir verwenden nach Warburg kegelférmige GefaBe mit ungefahr 
20cem Inhalt. Zur einmaligen Messung braucht man drei GefaBe, 
a,bundc. (GefaB b ist nicht jedesmal nétig. Taglich einmaliges Messen 
genugt.) 

GefiB a wird im Hauptraum mit 3ccm Wasser beschickt und 
dient als Thermobarometer. 

GefaB b wird im Hauptraum mit 3ccm von der Mischung von 
lccm Reagens A und 4 ccm destilliertem Wasser beschickt, welche, wie 
oben beschrieben, im siedenden Wasserbad erhitzt worden war, im An- 
hang mit 0,2 cem Reagens B. 

GefaB c wird im Hauptraum mit 3ccm von der Mischung von 
leem Reagens A und 4ccm Blutfiltrat beschickt, welche ebenfalls 
im siedenden Wasserbad erhitzt worden war, im Anhang mit 0,2 ccm 
Reagens B. 

Der Gasraum der GefaBe 6 und c wird mit Stickstoff gefiillt, der 
durch Leiten tiber erhitztes Kupfer von beigemengtem Sauerstoff 
zu befreien ist. Die GefiBe werden mit dem Manometer verbunden, 
in einem Thermostaten von beliebiger Temperatur geschiittelt und, nach- 
dem Gleichgewicht zwischen Gasraum und Fliissigkeit bei jener Tem- 
peratur eingetreten ist, (das ist innerhalb 15 Minuten der Fall), wird 
teagens B aus dem Anhang der GefaiBe in den Hauptraum eingekippt, 
wobei der Stickstoff entsteht. Nach Eintritt des Gleichgewichts wird 
die Niveausteigerung der Sperrfliissigkeit bei konstantem Gasvolumen 
abgelesen. 

3. Rechnung. 

Ist die Niveaustgigerung der Sperrfliissigkeit ‘bei GefaB c¢ nach 
Einkippen h mm, so ist der entstandene Stickstoff 2 emm nach folgender 
Formel zu berechnen: 


TN, 


h. ky, ’ 
wobei ky, die GefaBkonstante fiir Stickstoff ist, ausgedriickt in Quadrat- 
millimeter. Sie ist abhangig von Fliissigkeits- und Gasvolumen und 
Versuchstemperatur. Es sei: 

vg Gasvolumen in Kubikzentimeter, 

vy, Fliissigkeitsvolumen in Kubikzentimeter, 

ax, Bunsenscher Absorptionskoeffizient des Stickstoffs bei Tem- 

peratur ?¢°C, 


Dann ist die GefaBkonstante in Quadratmillimeter nach Warburg: 
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In gleicher Weise seien die entsprechenden Werte bei GefiB 6 
Hmm, Xy,cem, Ky,qmm, dann ist der entstandene Stickstoff in 
GefaB b: 

Xx, = H. Ky, - 


Die Gesamtreduktion ausgedriickt als Glucose in Milligramm in 
100 ccm Blut ist nach folgender Formel zu berechnen: 


; s aad Xx, —ty, 10 5 9 x ‘as 
Gesamtreduktion = 17: adr 100 = 2,41 (Xx, — @y,) mg-%. 


Beim fiinffach verdiinnten Blutfiltrat ist der Faktor zu verdoppeln. 
Ein Versuchsbeispiel zeigt Protokoll 1. 


Protokoll 1. 





Gefainummer : 1 2 3 
Reagens A + destil- Reagens A + destil- 
Hauptraum 3,0cem ...... destilliertes Wasser liertes Wasser liertes Wasser 
(gekocht) (gekocht) 
Anhang 0,2cem.......- 0 Reagens B Reagens B 
Fliissigkeitsvolumen (ccm) . . Up = 3,0 Up= 3,2 Up= 3,2 
Gasvolumen (cem) ...... Ug = 15,45 Ug = 17,60 
Gefiikonstante (qmm) .... - Ky == 1.40 ky = 1.59 
N2 N2 


Druckanderung nach Ein- 


kippen (mm)..... + 0,5 + 107,5 + 89,5 
Dieselbe korrigiert .. . -- = 17 A= 39 
Entstandener Ng (ccm). . | Thermobarometer Xy = 149,5 Ly, = 62 

No Ne 
Berechnung: Xx, — ay, = 87,5 
Gesamtreduktion: 2,41.87,5 = 211 mg-%. 


Experimentelles. 
l. Entsteht der Stickstoff quantitativ aus Ferricyankalium ? 


Wenn der Stickstoff quantitativ aus Ferricyankalium durch Hydrazin 

nach folgender Forme] entsteht: 
4 K,Fe(CN),—~ Nz, 

miissen aus 1,318 mg Ferricyankalium 22,4emm Stickstoff entstehen. 
Um das zu priifen, werden vom Ferricyankalium, das nach dem Umkristalli- 
sieren bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wurde, genau 0,3000 g ab- 
gewogen, in einer Lésung von 0,16 mol. K,HPO, + 0,04 mol. K,PO, 
gelést, mit derselben Lésung auf 100 ccm aufgefiillt und von dieser Mischung 
3ccm in den Hauptraum des GefiBes gebracht und 0,2 ccm Reagens B 
in den Anhang. Dann wird in der beschriebenen Weise der aus Ferri- 
cyankalium entstandene Stickstoff manometrisch bestimmt. Der quanti- 
tative Umsatz zu Stickstoff ergibt sich aus den folgenden Zahlen: 


Ferricyankalium im GeffB ......2... 9 mg 
Entstandener Stickstoff (berechnet) . . . . . 153 ¢mm 
is (aefum@en). .... . 14 ,, 
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2. EinfluB der Konzentration von KOH im Reagens B. 


Da bei dieser Methcde die entstandene Gasmenge nach Mischung det 
Reagenzien im geschlossenen Raum bestimmt wird, hat die Volumen 
inderung der Fliissigkeit bei der Mischung EintluB auf die Niveaudinderung 
der Sperrtliissigkeit Je konzentrierter die KOH-Lésung, desto gréBer ist 
die Niveausenkung nach dem Einkippen infolge der Volumenkontraktion 
der Fliissigkeit Es gibt daher eine Grenzkonzentration, die fiir diese Methode 
brauchbar ist. Diesen Versuch zeigt Tabelle I. 


Tabelle I. 





Gefiinummer : 1 2 3 
Hauptraum 20cem...... Reagens A Reagens A Reagens A 
Anhang 0,2ccem.......e-s gesittigte KOH 1/,-gesittigte KOH = '/,9-gesittigte KOH 
(etwa 13 n) (etwa 2.6 n) (etwa 1.3 n) 


Niveauanderung nach Ein- 
kippen (mm) 
15 Min. 4.5 0 0 
eo . 0 0 0 


Wie ersichtlich, darf die Konzentration der KOH-Lésung nicht gréBer 
als ein Fiinftel gesittigt sein. 


3. EinfluB des Sauerstoffs im Gasraum. 

Wie Tabelle II zeigt, laBt der Sauerstoff im Gasraum das Niveau det 
Sperrfliissigkeit allmahlich sinken, wenn auch nur in sehr geringem Mabe. 
Der Stickstoff des Handels enthalt eine bedeutende Menge NSauersteff und 
verhalt sich wie Luft. Wenn der Stickstoff aber durch Leiten iiber erhitztes 
Kupfer von der Hauptmenge des Sauerstoffs befreit wird, zeigt sich gar 
keine Niveaudnderung. 


T ahe lhe Il. 





Gefaiinummer : 1 2 
a ee Luft Os Ny 
GefiBbkonstante (qmm) ... . kx, 1,69 ky 1,55 ky 1,42 


Niveauaénderung nach Ein- 
kippen (mm) 


15 Min. + 86 | 95,5 + 104.5 
me « — 1 - 2 0) 
~~ . 1.5 — 25 0 
Ww . 1 3,5 0 


4. Zeitlicher Verlauf der Reduktion des Ferricyankaliums 
durch Glucose. 


Wie der Versuch in Tabelle III zeigt, ist die Reaktion in 5 Minuten 
schon fast vollendet und auch nach 30 Minuten findet keine Anderung mehr 
statt. Wir kochen gewoéhnlich sicherheitshalber 15 Minuten lang, obwohl 
es nicht genau auf die Dauer ankommt. 
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Tabelle III. 





Dem reduzierten Ferricyan- ‘ 
kalium entsprechende 1 mg Glucose entsprechend¢ 


Kochdauer Glucosemenge 


N.-Menge 


N2-Menge 


(Min.) img) (emm) (emm) 
5 0,72 123,3 171 

5 0,72 124.2 172.8 

30 0,72 124.1 172,5 


5. EinfluB des py auf die Reduktion des Ferricyankaliums 
durch Glucose. 

Wir stellten 0,4 mol. Lésungen von K,H PO, bzw. K, PO, her, mischten 
verschiedene Mengen beider Lésungen, im ganzen 10 cem; 2ccm von 
dieser Mischung, 
Glucoselésung bzw. l ccm destillierten Wassers wurden, wie schon be- 
schrieben worden ist, 20 Minuten lang im siedenden Wasserbad erhitzt, 
abgekiihlt und weiter genau so, wie beschrieben worden ist, der aus nicht 
reduziertem 
Die Resultate sind in Tabelle IV und Abb. 1 angefiibrt. 
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Tabelle IV. 


2cem 0,75°,iges Ferricyankalium und 1 ccm 0,12° ¢ige 


Ferricvankalium entstandene Stickstoff manometrisch ge- 








Die von lmg 


Endkonzentratior 
eee Py des Puffers | x,-Menge ent-  “lucose redu 


Mengenverhiltnis 


(ney : pe oo satin (elektro- sprechend Img ierte Ferri- 
‘ ; metrisch Glucose eyankalium- 
“toa rity K, HPO, Re PO, —* (emm) ‘exe 
9 1 0,18 0,02 10,52 184 10,8 
8 2 0,16 0,04 10.87 180 10.6 
7 3 0,14 0,06 11,11 176 10.4 
6 + 0,12 0,08 11,29 177 10,4 
5 5 0,10 0,10 11,45 173 10,2 
4 6 0,08 0,12 11,61 174 10,2 
3 7 0.06 0,14 11,79 171 10,1 
2 8 0,04 0,16 11,96 173 10,2 
1 i] 0,02 0,18 12,16 172 10,1 
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Wie ersichtlich, hat die py-Anderung von 10,5 bis 11,3 sehr geringen 


_ KinfluB auf die reduzierte Ferricyankaliummenge durch Glucose. Von 
nde 7 11,5 bis 12,2 ist die reduzierte Menge dieselbe. Wir haben weiter mit 
dem Carbonatpuffer gepriift. Das Carbonat-Bicarbonatgemisch ist fiir 


unsere Methode unbrauchbar, da beim Einkippen des Inhalts im Anhang 
bedeutende Niveausenkung eintritt. Wir haben folgenden Versuch gemacht. 
0,4 mol. Lésungen von NaHCO, bzw. Na,CO, werden in verschiedenen 
Mengenverhaltnissen gemischt, im ganzen 5ecm, und zu jeder Mischung 
werden 5 cem n/100 Ferricyankaliumlésung und 2 cem 0,05°,ige Glucose- 
; losung zugesetzt; sie werden dann 20 Minuten lang in ein kochendes Wasser- 
bad gebracht, mit Wasser abgektihlt und mit licem von der L5sung 
5° ZnSO, 25°,, NaCl, leem der frisch hergestellten 40°,igen Jod- 


ten ! ; 
om kilimmlésung und 1l0ccm 3°,ige Essigsiure versetzt. Das entstandene 
ee Jod wird, wie gewodhnlich, mit n/200 Thiosulfatlésung jodometrisch 


be- bestimmt. Aus dem Titrationswert wurde die reduzierte Ferricyankalium- 
menge durch Img Glucose unter Korrektion durch den Blindwert 








tzt * : ‘a ‘ a 
* berechnet. Die Resultate sind in Tabelle V und Abb. 1 angefiihrt. 
ge 
Tabelle V. 
Mengenverhiltnis Endkonzentration : Die von Lmg 
(Vol.) (Mole, Liter) Py Aes Puffers y 200 Thiosulfat, Glucose redu- 
(elektro- entsprechend wrens > 
: : metrisch I mg Glucose eyankallum- 
NaHCO3 | Nag€03 | yanco Nao CO gemessen) menge 
(0,2 n) (0,2 n) 3 2 3 - 
(ecem) (mg) 
9 1 0,18 0,02 9,10 7,42 12,20 
S 2 0.16 0,04 9.39 7,27 11,95 
7 3 0,14 0,06 9.59 6.78 11,15 
6 4 0,12 0,08 9,76 6.69 11,00 
5 5 0,10 0,10 9,92 6,43 10,58 
4 6 9.08 0,12 10,10 6.36 10,45 
3 7 0,06 0.14 10,27 6,02 9.90 
2 8 0,04 * 0.16 10.50 5,98 . 9.85 
1 9 0,02 0,18 10,82 5,74 9.45 
mg Wie ersichtlich, ist beim Carbonatpuffer von py 9,10 bis 10,82 die redu 
os zierte Ferricyankaliummenge stark abhingig vom py. Je gréBer das py, 
1m- desto kleiner ist die reduzierte Menge. Beim Phosphatpuffer dagegen ist 


der EinfluB des py sehr gering. Bei py 11,5 bis 12,2 ist die reduzierte Menge 
vom px ganz unbeeinfluBt. Darin besteht die bedeutende Uberlegenheit 
des Phosphatpuffers gegen Carbonatpuffer. 


Nach Somogyi! findet die maximale Reduktion des Kupfersulfats 
durch Glucose nach der Schaffer-Hartmannschen Methode bei px 9,8 bis 9,9 
statt. Bei noch gréBerem sowie kleinerem py ist die reduzierte Menge kleiner. 
Es ist eine interessante Tatsache, da Kupfer und Eisen bei Carbonat- 
pufferung durch Glucose in ganz verschiedener Weise reduziert werden. 


' Somogyi, Journ. of biol. Chem. 70, 399, 1926. 
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6. Ist das reduzierte Ferricyankalium der Glukosemeng«: 
proportional? 


Wir stellten Glucoselésungen verschiedener Konzentration her und 
kochten nach Zusatz derselben zu Ferricyankalium die Mischung 15 Minuten 
lang bei 100°C. Das iiberschiissige Ferricyankalium wird als Stickstoff ge 
messen, woraus man die durch Glucose reduzierte Ferricyankaliummeng 
berechnet. Die Resultate werden in Tabelle VI gezeigt. 


Tabelle VI. 











Konzentration Glusscomence Xx N2-Menge ent- 
Guemuitenn im Gefaih “AN. “Na age ole ~ Mittel 
an] (mg) (emm) (emm) 
124,4 173 
126.9 175 
124.8 173 
124.1 173 
: a 126.2 175 — 
0,03 0,72 126.0 175 (Oo. 
122.0 170 
122.8 171 
124.2 173 
124.2 173 
41,5 173 
| ate mn | 
0,01 0,24 41,8 174 73,1 
| 40,8 170 | 
42.0 175 
21,9 175 
| 90.7 173 | 
0,005 0,12 20,9 174 173.8 
| 21,0 175 | 
20,7 172 


Die zum Versuch benutzte Glucose war Saccharum amylaceum puriss. 
anhydricum von Merck. Sie wurde im Abderhaldenschen Eintrocknungs- 
apparat bei 70°C unter vermindertem Druck mehrere Stunden lang bis 
zur volligen Gewichtskonstanz getrocknet. Ihre spezifische Drehung war: 
ea + 52,49. Das aus Alkohol umkristallisierte Praparat zeigte dieselbe 
spezifische Drehung. Die theoretische spezifische Drehung ist nach Landolt- 
Bornstein [a]P = + 52,6°. Man kann daher annehmen, daf das von uns 
benutzte Praiparat ganz rein war. Dasselbe wurde im Exsikkator iibe1 
Schwefelsiure aufbewahrt; die Glucoselésungen bestimmter Konzentration 
wurden taglich neu hergestellt. 


Wie ersichtlich, ist die 1 mg Glucose entsprechende Stickstoffmenge 
bei Anwendung von 0,03 bis 0,005°, Glucose innerhalb der Fehlergrenze 
der Messung ganz konstant, nimlich 173 cmm. Bei noch kleineren Glucose- 
mengen ist die Messung wegen zu kleiner Niveauiinderung nicht mehr 
genau. Es kann also als feststehend angenommen werden, da die Glucose 
und die reduzierte Ferricyankaliummenge vollkommen proportional sind. 
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7. Wiederfinden der zugesetzten Glucose. 


Nach obigem Versuch haben wir erkannt, daB 1 mg Glucose die 173 emm 
Stickstoff entsprechende Menge Ferricyankalium reduziert. Wenn dieser 
Wert auch im Falle des Blutfiltrats richtig ist, so muB die vorher zu Blut 
sugesetzte Glucose durch Messung wiedergefunden werden. Der Versuch 
zeigt die Richtigkeit dieser Erwartung (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 





Gesamt- Zugesetzte Glucosemenge 


Versuchsfliissigkeit reduktion (mg-"/o) 
(mg-°/») gefunden berechnet 

Kaninchenblut mit Glucosezusatz . oe 310 100 100 
‘“ ohne “ oe oe 210 0) 0 
Kaninchenblut mit Glucosezusatz .... . 332 204 200 
rs ohne zs <2 ee 128 0 0) 
Pferdeblut mit Glucosezusatz ... . , 287 200 200 
= ohne ne : Soe ee 87 0 0 
Kaninchenblut mit Glucosezusatz... . . 438 298 309 
ohne mm Yee 140 0) 0 


Ferner haben wir festgestellt, daB der Zusatz von Oxalat oder Citrat 
zum Blut auf die Gerinnungshemmung in gewéhnlicher Dosis gar keinen 
EinfluB hat. Natriumfluorid ist aber zu vermeiden, wenn man weiter mit 
der Hefemethode die Restreduktion messen will, da dasselbe die Hefe- 
garung hemmt. 


8. Vergleich mit der Hagedorn-Jensenschen Methode. 


Der Vergleich der gemessenen Werte nach Hagedorn-Jensen und nach 
dieser Methode ist in Tabelle VIII angefiihrt. 


Tabelle VIII. 





Gesamtreduktion (mg-° 


Versuchsfliissigkeit . 

nach nach 
Fujita-Okamoto Hagedorn-Jensen 

De Se ar AABN ae ei ow 97 109 
: Rea erie cee. eke 117 119 
“ ae ee eT oe ee on ae ee ee 85 86 
‘ mit Glueose (150 mg-°). . .. 246 250 
SS ee ae ee ee 211 213 
- Sen ar ae 127 130 
Pferdeblut mit Harnsiure (60 mg-9/)). . . 122 130 
Kreatin (60 mg-%). . . 110 112 
- » Kreatinin (60 mg-%%).. . 139 140 


Beide Methoden zeigen fast dieselben Werte, aber unsere Methode gibt 
etwas kleinere Werte. Der Unterschied kommt von der Verschiedenheit 
der Reduzierbarkeit des Ferricyankaliums durch reduzierende Substanzen 
auBer Glucose, besonders wahrscheinlich durch Harnsaure. 


25* 
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II. Messung der Restreduktion. 


Aus der Differenz der Reduktionskraft vor und nach der Hefegarun: 
den echten vergarbaren Zuckergehalt zu bestimmen, ist seit der Unter 
suchung von Otto! von vielen Forschern versucht worden und die Hef 
methode ist heutzutage als die spezifischste Methode allgemein anerkannt 
Aber diese scheinbar sehr einfache Methode ist in der Tat nicht so einfacl 
Hefe produziert bei der Girung verschiedene reduzierende und optisc! 
aktive Substanzen in verschiedener Menge*. Nimmt man sehr kleine Hef 
mengen, so wird die Produktion der reduzierenden Substanzen gering, aber 
die Garung wird unvollkommen. Hiller, Linder und van Slyke*® haben 1925 
diesen Nachteil beseitigt, indem sie zum ersten Male groBe Mengen Het: 
auf Blut einwirken lieBen, wodurch die Gardauer bedeutend verkiirzt wurds 
Seitdem sind nach den Untersuchungen von Folin und Svedberg*, Somogyi®, 
Benedict® usw. groBe Mengen Hefe wahrend kurzer Zeit oftmals von viele 
Forschern angewandt worden. Diese amerikanischen Forscher haben all: 
Fleischmannhete benutzt und die fiir 1 cem Blut benutzte Hefemenge war. 
in Trockengewicht ausgedriickt, sehr gro}, nimlich 73 mg (Hiller, Linder 
und van Slyke), 600 mg (Folin und Svedberg), 200 bis 300 mg (Benedict 
und 300 bis 350 mg (Somogyi). Wir haben mit frischen Reinkulturen von 
verschiedenen Hefearten Versuche gemacht, und, da eine zu groBe Hefe- 
menge eine bedeutende Menge reduzierender Substanzen produzieren kann, 
haben wir die zum vollkommenen Verbrauch der Glucose in kurzer Zeit 
nétige kleinste Menge, gleichzeitig aber auch die unbedeutende Produktion 
von reduzierenden Substanzen aus der Hefe selbst bestimmt. Im folgenden 
wird die Methode beschrieben, die wir zur manometrischen Messung fii! 
am besten geeignet halten. 


Herstellung der Hefesuspension. 


Zu einer 18- bis 24stiindigen Reinkultur von Hefe auf Kojiagarnahi 
boden bei 28° C wird eine kleine Menge destilliertes Wasser zugesetzt, dir 
Hefe wird vorsichtig unter Vermeidung der Beimischung von Nahrboden 
partikeln suspendiert, abzentrifugiert, die obenstehende Fliissigkeit ab 
gegossen und dieselbe Prozedur wiederholt. Dann setzt man ungefali 
10 cem destilliertes Wasser hinzu, suspendiert die Hefe gleichmaBig, bringt 
die Suspension in ein tellerférmiges GefaB, verbindet dieses mit dem Mano 
meter und schiittelt es im Thermostat von 30° C bei offenen Schliffen un 
gefahr eine Stunde lang, dann zentrifugiert man die Suspension, gieBt dir 
obenstehende klare Fliissigkeit ab und wascht sie nochmals. Nun sus 
pendiert man die Hefe in einer kleinen Menge Wasser, zentrifugiert von 
einer bestimmten Menge in einem vorher genau geeichten Hiamatokrit 
5 bis 10 Minuten lang und bestimmt das Volumen (emm). Durch Divisio: 
mit 4 bekommt man das Trockengewicht (mg) derselben. (Wenn eine ganz 


' Otto, Arch. f. d. ges. Physiol. 35, 467, 1885. 

2 Mayer, Paul, diese Zeitschr. 50, 362, 1913. 

3 Hiller, Linder u. van Slyke, Journ. of biol. Chem. 64, 625, 1925. 

4 Folin u. Svedberg, ebendaselbst 70, 405, 1926. 

5 Somogyi, Proc. Soc. exper. Biol. and Med. 24, 320, 1927; Journ. ot 
biol. Chem. 78, 117, 1928. 


6 Benedict, ebendaselbst 76, 459, 1928. 
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xakte Bestimmung notwendig ist, zentrifugiert man die Hefe bis zur 
Konstanz des Sedimentvolumens.) Durch geeignetes Verdiinnen stellt 
jan eine Hefesuspension mit ungefahr 50mg Trockensubstanz in 1 cem 


Losung her. 
Me SSUNGSMNE thode. 


leem der oben beschriebenen Suspension und 5cem des fiinfmal 
rdiinnten Blutfiltrats werden in ein tellerférmiges GefaB gebracht, mit 
dem Manometer verbunden und im Thermostaten von 28 bis 30°C un- 
vefahr 30 Minuten lang geschiittelt. Nach dem Zentrifugieren des Ge- 
misches werden 4ccm der obenstehenden Fliissigkeit abgenommen und 
mit 1 cem Reagens A in ein Reagenzglas mit geschliffenem Stépsel gebracht 
ind, wie bei der Gesamtreduktion beschrieben worden ist, am Wasserbad 
15 Minuten lang gekocht. Das unverbrauchte Ferricyankalium wird dann 
manometrisch als Stickstoff gemessen. Wenn man dieselben Bezeichnungen 
henutzt wie bei der Gesamtreduktion, so ist die Restreduktion durch 
tolgende Forme! zu berechnen: 


’ ae q ) v0 
Restreduktion — 173 2. o> a 109 = 1,44 (Xx, — ty,) mg-% 
Durch Substraktion der Restreduktion von der Gesamtreduktion 
bekommt man die echte, vergirbare Zuckermenge. Wenn man das Hefe- 
volumen beriicksichtigt, so wird beim Gebrauch von 50 mg Trockensubstanz 
Hete, der Faktor 1,39 statt 1,44. Diese Korrektur bedeutet aber als Rest- 
reduktion nur ungefahr 1 mg-°, Abnahme und ist bei einer Fehlergrenze 
von bis 5 mg-°, zu vernachlassigen, geschweige denn beim Gebrauch einer 
noch kleineren Menge. Bei der beschriebenen Methode haben wir sicherheits- 
halber eine ausreichende Menge Hefe geniigend lange einwirken lassen und 
so alle unreinen Substanzen mit hinreichender Sicherheit beseitigt. Wenn 
man aber sehr vorsichtig wascht, kann man die Prozedur der stundenlangen 
Schittelung fortlassen, und wenn die Garkraft der Hefe nicht besonders 
schwach ist, kann man die halbe Menge Hefe in halber Zeitdauer mit gutem 
Erfolg einwirken lassen. Beim Einwirkenlassen der Hefe auf das Blutfiltrat 
ist das Schutteln im Thermostaten nicht immer nétig. BloBes Eintauchen 
in ein Wasserbad von 28 bis 30°C geniigt auch schon. Nur ist es noétig, 
jedesmal, wenn die Versuchsbedingungen, Hefestimme, Kulturbedingungen 
isw. verschieden sind, zwei Kontrollversuche zu machen, nimlich erstens 
einen Versuch mit 0,3 bzw. 0,2°, Glucoselésung anstatt Blut, wodurch 
man erfahrt, ob die ganze Glucose unter denselben Bedingungen von 
derselben Menge Hefe in derselben Zeitdauer verbraucht wird, zweitens 
einen Versuch mit destilliertem Wasser anstatt der Zuckerl6sung., wodurch 
man erfahrt, ob die reduzierenden Substanzen von der Hefe selbst unter 
denselben Bedingungen nicht produziert werden. Bei unbedeutendem 
Blindwert ist die Messung richtig, wenn man die gefundenen Werte damit 
korrigiert. 


l. Die von uns benutzten Hefestamme und deren Stoff- 


wechselquotienten. 


Wir haben folgende neun Stimme probiert. Um zu wissen, wieviel 


Glucose durch Atmung und Glykolyse aerob und anaerob verbraucht 
wird, haben wir von der Hefe in einer Losung von m/20 KH,PO, mit m/18 
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Glucose bei 30°C nach Warburg! die Stoffwechselquotienten bestimmt 
(Tabelle IX). Die Bezeichnungen haben folgende Bedeutung. 


Durch Atmung verbrauchter Sauerstoff in cmm 


@o, Hefetrockengewicht in mg . Zeit in Stunden 

Qo? Aerob durch Garung gebildete Kohlensiure in emm 
. Hefetrockengewicht in mg . Zeit in Stunden 

Qh: Anaerob durch Garung gebildete Kohlensaure in emm 


Hefetrockengewicht in mg . Zeit in Stunden 


In der fiinften bis siebenten Spalte der Tabelle IX haben wir die ver 
brauchte Glucosemenge berechnet, unter der Voraussetzung, daB dik 
Glucose nach folgenden Formeln verbraucht wird, was experimente!! 
ziemlich genau zu bestatigen ist. 


(,H,,0, + 60, 6 CO, + 6H,O (Atmung) 
C,H,.0, = 2CO, + 2C,H;,OH (Garung) 


Wie man sieht, ist die gesamte verbrauchte Glucosemenge aerob und 
anaerob ungefahr gleich, und deshalb lassen wir Hefe der Bequemlichkeit 
halber aerob auf Blut einwirken. 


Tabelle IX. 
Suspensionstliissigkeit: m/20 KH,PO m/18 Glucose. 
Temperatur: 30°C. 





Pro 1 mg Trocken- 
substanz Hefe in eins 
Stunde verbrauchte Glu- 


>, No cose in mg 
Hefestimme Vo. Vy Q*\" ‘ ‘ 

a aerob anaero! 

‘durch | dureh ‘dureh 

Atmung Girung Girung 

] Saccharomyces Sake, —49 +229 +284 0,07 1,01 1,26 
Taiwan L. Nr. 396 

II || Saccharomyces cerevesiae, —54 +205 +217 0,08 0,91 0,96 

Jorgensen-Laboratorium 

Il . Saccharomyces Seke, —49 +216 +284 0,07 0,96 1,26 
: ] A Nr.3 Gekkeikwan 

IV Saccharomyces Sake, Nr.2 —&l 183. +294 0,09 0,81 1,30 

j Bierhefe, Rasse 12 -4 +127 226 0,07 = 0,56 1,00 

VI Alkoholhefe, 51 +196 +272) 0,08 0,87 1,21 
(Distillory yeast M) 

Vu Bottom beer yeast, Soaz 28 +168 +197) 0,04 0,75 0,87 

VIII Saccharomyces Sake, Nr.4 —66 + 224 +310 010 0,99 1,37 

IX | Saccharomyces Sake, Nr.1 —68 + 152 + 227 0,10 0,67 1,00 


Die Stamme I bis III verdanken wir Herrn Professor Ichiro Miyake 
von Tokyo Nogyo Daigaku, dem wir auch hier unseren herzlichen Dank 


10. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren, Berlin, Julius 
Springer, 1926. 
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aussprechen. Die Stamme IV bis IX erhielten wir vom Jozoshikensho, 
Takinogawa, Tokio. 


2. Beziehung zwischen benutzter Hefemenge und Zeitdauer 
bis zum vollkommenen Verschwinden der Glucose. 


Bei der Stoffwechselmessung wird eine geniigende Menge Glucose 
zugesetzt, so daB ein weiterer Zusatz keinen EinfluB auf die GréBe det 
Quotienten mehr hat (d.h. ,.gesittigt‘‘ mit Glucose in bezug auf Stoff- 
wechsel). Unter dieser Bedingung sind die Hefemenge, die Zeitdauer und 
die verbrauchte Glucosemenge immer einander proportional. Wir haben 
auch untersucht, was geschieht. wenn die Glucosemenge klein ist und 
dieselbe von der Hefe vollkommen verbraucht wird. Die Resultate sind 
in Tabelle X und Abb. 2 gezeigt. Die Hefe wurde mit physiologischer 
Kochsalzlésung gewaschen, in m 20 KH,PO,-Lésung suspendiert, 1 ccm 
dieser Suspension wurde in den Hauptraum des kegelf6érmigen GefaiBes 
getan und in den Anhang 0,1 ccm 0,5°,ige Glucoselésung, der Gasraum 
war mit Stickstoff gefiillt, der durch Leiten tiber erhitztes Kupfer von 
beigemengten Sauerstoffresten befreit worden war. Sobald durch Schiitteln 
im Thermostaten von 30° C das Gleichgewicht erreicht ist, wird der Inhalt 
des Anhangs eingekippt und die Drucksteigerung in bestimmten Zeit- 
raumen abgelesen (Tabelle X und Abb. 2). Da aber bei der groBben Menge 
Hefe auch ohne Zuckerzusatz zur Suspensionsfliissigkeit auf Kosten der 
Energiequelle der eigenen Zellsubstanz eine nicht unbedeutende Atmung 
und Garung besteht, so wurde immer ein Kontrollversuch ohne Zucker- 
zusatz angestellt und der gemessene Wert dadurch korrigiert. In Tabelle XI 
sind die zusammenfassenden Resultate von Tabelle X angefiihrt. 
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Tabelle X. 





Hefemenge (trocken) mg 69,30 29,60 6.93 2.96 1.11 0.56 


Gebildete CO,-Menge cmm 
nach Einkippen 


5 Min. 1106 +4105 1 74 1 39 9 aa | 
ae” Oo) '\s “@) 46) | a 118 +410 
5 0) 4 - 2 23 1 18 11 
5 0 1 2 7 . 20 Gg 
5 0 1 1 +2 
3 ve 1 V0 3 23 + 16 
a) 0 0 1 
5 0 +13 | +18 
eS 6 12 
10 , - — +38 411 
10 oa 0 + 5 
10 — . 5 
10 < = 2 
” . _ i 
Summe: + 106 +116 + 109 106 +104 L 105 


Tabelle XJ. 


Hefestamm: Saccharomyces Sake Taiwan L. Nr. 396. QS2 284. 


M 
Glucosemenge: 0,5 mg. 





Zeitdauer bis zum 


Hefemenge stundigen Ver- Gebildete 

(trocken) . ee : C O2-Menge 
mg Min. emm 
69,30 5 106 
29,60 15 116 
6,93 20 109 
2,96 35 106 
Lis 60 104 
0,56 90 105 
Berechnet fiir totale Spaltung: 113 


(CgeHy20g —> 2C0Og) 


Die Zeitdauer bis zum vollstandigen Verbrauch ist je nach der be- 
nutzten Hefemenge sehr verschieden. Der Verbrauch von 0,5 mg Glucose 
mit weniger als 1 mg Hefe dauert iiber eine Stunde, mit 3 mg ungefahr 
30 Minuten, mit 7 mg ungefihr 20 Minuten, mit 30 mg ungefaihr 15 Minuten, 
mit 70 mg weniger als 5 Minuten. Bei Anwesenheit einer geniigenden Menge 
Glucose geht die Spaltung sehr rasch vonstatten und die gespaltene Menge 
ist der Zeit proportional. Je kleiner die Zuckermenge, desto langsamer ist 
dessen Spaltung. Es ist daher anzunehmen, da8 auch beim aeroben Versuch 
die Umsetzung von 1,5 mg Glucose mit ungefihr 90 mg Hefe in héchstens 
15 Minuten, mit 20 mg in ungefihr 20 Minuten, mit 10 mg in ungefahr einer 
halben Stunde vollstandig ist. Bei 3 mg Zucker dauert es mit 40 mg Hefe 
ungefahr 20 Minuten, mit 20mg Hefe ungefaihr 30 Minuten. Deshalb 
miissen ungefahr 20 mg Hefe mit geniigender Garkraft den Zucker in 1 ccm 
Blut innerhalb 30 Minuten vollstandig verbrauchen, waihrend bei Hefe 
mit kleinerer Girkraft wie VII (Qh? 197) ungefihr 40 mg Hefe innerhalb 


30 Minuten dazu nétig sind. 
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3. Die Menge der reduzierenden Substanzen, 
welche von Hefe produziert werden, und deren Verhalten 
bei vorherigem Waschen. 

Aus dem obigen Versuch ergibt sich, daB der Blutzucker in 1 cem Blut 
iit ungefahr 50 mg Trockengewicht Hefe, gleichgiiltig welcher Art, soweit 
vir es untersucht haben, innerhalb 30 Minuten vollstandig verbraucht wird. 
Es ist aber fiir genaue Messung von Wichtigkeit, zu wissen, ob und wieviel 
eduzierende Substanzen von der Hefe selbst produziert werden. Um das 
u prifen, haben wir zu dem destillierten Wasser anstatt Blutfiltrat Hefe- 
uspension zugesetzt, im Thermostaten von 30° C geschiittelt, zentrifugiert 
ind die Reduktionskraft der obenstehenden klaren Fliissigkeit bestimmt 
Tabelle XII). 

Tabelle XII. 





Von der Hefe 
produzierte 


Hefemenge , ; " reduzierende 
(trocken) Zeitdauer Xx, — ie Substanzen als 


- ~ Glucose aus- 
gedriickt 
4 mg Min. mg 


a) Dreimal gewaschen. 


105 60 42 0),24 
. 70 60 11 0,06 

30 60 6 0,03 

49* 60 3 0,02 

49* 30 2 0,01 

b) Zweimal gewaschen, eine Stunde lang bei 30°C 
geschittelt und noch einmal gewaschen. 

46 60 7 0.04 

55 60 5 0,03 

50,1 60 3 0,02 

5D 30 — 1] — 0,06 

50.1 30 1 0.06 

50 30 2 001 

49 30 wn Z 0,02 

49 30 1 0,06 

Jjesonders vorsichtig gewaschen 

Wie ersichtlich, zeigt der Versuch mit ther 100mg Hefe nach drei- 
© maligem Waschen in einer Stunde eine Produktion von reduzierenden 
r Substanzen entsprechend 0,24 mg Glucose. Es ist aber zu bedenken, dal 
\s beim Gebrauch einer so groBen Menge Hefe die Resultate in hohem Mabe 
of davon abhangig sind, ob sie griindlich gewaschen worden ist oder nicht. 
ad Ein Versuch mit 50 mg Hefe nach sehr vorsichtigem Waschen zeigte nach 
t einer Stunde eine Produktion an reduzierenden Substanzen entsprechend nur 
h 0,02 mg Glucose. Um diese Fehlerquelle méglichst zu vermeiden, haben 
a wir die Suspension nach zweimaligem Waschen im Thermostaten von 
r 30°C eine Stunde lang geschiittelt und danach nochmals gewaschen. Bei 
© diesem Verfahren produzierte die Hefe selbst nach einer Stunde an redu- 
2 zierenden Substanzen nur soviel, als 0,04 mg Glucose entspricht. Nach 
. 30 Minuten hielt sich die produzierte Menge innerhalb der Mebfehler. Wir 
9 


schiitteln deshalb vorsichtshalber bei unseren Versuchen immer vorher 
2 eine Stunde lang im Thermostaten, wenn es auch bei vorsichtigem Waschen 
nicht unbedingt nétig ist. 
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4. Vergleich der Restreduktionen bei Bestimmung 
mit verschiedenen Hefestimmen. 


Um zu priifen, ob der Blutzucker nach den oben angegebenen Bx 
dingungen von jedem der von uns untersuchten Hefestimme vollkomme 
verbraucht wird, haben wir vier Staémme mit groBen und kleinen Garungs 
und Atmungsquotienten ausgewahlt, nimlich [, IV, VII, VIII, und nac!} 
Einwirkung derselben auf das gleiche Blutfiltrat die Restreduktion bestimmt. 
Die Resultate sind in Tabelle XIII angefiihrt. 


Tabelle XIII. 





, Rest- 
Versuchsfliissigkeit Hefestamm Xx, —~ * Ng reduktion 
emm mg- ) 
Blutfiltrat (fiinfmal verdiinnt) re ee I 27,2 39 
Dasselbe mit Glucose (0,04°%) . — I 26,7 39 
Kontrolle (0,06 °,ige * ape + A — I 1 1 
| IV 3i,é 49 
Blutfiltrat (fiinfmal verdiinnt) -- - + VII 28,2 40 
| VI 29 41 


Unsere Erwartung wurde innerhalb der Fehlergrenze der Messung 
bestatigt. Bei Korrektion durch die Blindwerte diirtte die Ubereinstimmung 
voraussichtlich noch genauer sein. 


5. Bestimmung des echten vergarbaren Zuckers nach Zu 
satz von verschiedenen reduzierenden Substanzen. 
Von den reduzierenden Substanzen im Blute auBer Glucose sind vor 

allem Kreatin, Kreatinin und Harnsaure zu nennen. Auberdem enthalten 

Erythrocyten Ergothionein (Newton, Benedict und Dakin', Eagles und 

Johnson”) und Glutathion (Thompson und Voegtlin®). Um den Einflul 

dieser reduzierenden Substanzen auf die Bestimmung des echten, vergarbaren 

Zuckers zu priifen, haben wir zu demselben Blute die pathologisch gefunden: 

maximale Menge Kreatin, Kreatinin und Harnsiure einzeln zugesetzt und 

den echten Zuckerwert gemessen (Tabelle XIV). 


Tabelle XIV. 





Zugesetzte Gesamt- . . , er 
Zugesetzte Substanzen — seduhtion Restreduktion | Echter Zacker 
mg-°/ 5 mg-° mg-°! mg- 
€ 
Ohne Zusatz’. . . 0 107 30 77 
ees 200 308 30 278 
ee 20 115 38 77 
Kreatinin .... 35 142 62 80 
Harnefure*. .. . ea. 15 110 32 78 
* Zur Zeit des Versuches war die Zimmertemperatur 13°C. Das Wasser von diese! 


Temperatur list nur 4mg-°'9 Harnséure. Wir setzten zum fiinfmal verdiinnten Blutfiltrat 
5 mg-°/9 Harnsdure (entsprechend 25 mg-°/o Harnsiurezusatz zu Blut) zu, und nach energischet 
Se hiitteln wurde der nicht geliste Teil abfiltriert. Das Filtrat enthilt also nicht 5mg- 
Harnsdure, sondern schitzungsweise ungefabr 3 mg-°/o. 


' Newton, Benedict u. Dakin, Science 64, 602, 1926; Journ. of biol 
Chem. 72, 367, 1927. 
2 Eagles u. Johnson, Journ. Amer. Chem. Soc. 49, 575, 1927. 





3 Thompson u. Voegtlin, Journ. of biol. Chem. 70, 793, 1926. 
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Die zugesetzte Glucose wurde vollkommen wiedergefunden. Man 
ersieht aus Tabelle XIV, da®B der Zusatz der reduzierenden Substanzen 
selbst in maximaler Menge, wie sie in pathologischem Zustande gefunden 
worden ist, gar keinen EinfluB auf die Bestimmung des echten, vergarbaren 
Zuckers hat. 

Ill. Zusammenfassung, 


Es wird eine bequeme manometrische Methode zur Bestimmung 
des Blutzuckers beschrieben. Zuerst wurde die Bestimmungsmethode 
der Gesamtreduktion beschrieben, dann die Restreduktion nach der 
Hefegirung. Die echte, vergirbare Zuckermenge ist die Differenz beider 
GréBen. Bei dieser Methode entspricht der entstandene Stickstoff 
quantitativ dem vorhandenen Ferricyankalium. Die zugesetzte Glucose 
wird vollkommen wiedergefunden. Die gefundenen Werte stimmen 
gut iiberein mit denjenigen nach Hagedorn-Jensen. Nur ist der EinfluB 
der anderen reduzierenden Substanzen auBer Glucose bei unserer 
Methode etwas geringer. Gerinnungshemmende Substanzen wie Citrat 
und Oxalat verursachen in der gewdhnlichen Dosis keine Stérung. 
Zur Bestimmung der Restreduktion wird eine frische Reinkultur von 
Hefe benutzt. Durch Zusatz von Hefe mit 50 mg Trockensubstanz 
zu leem Blut wird der Blutzucker bei 30°C innerhalb 30 Minuten 
vollkommen verbraucht, gleichgiiltig, welchen der von uns ausprobierten 
Stimme mit verschiedenen Garungs- und Atmungsquotienten man 
benutzt. Dabei wird die Wichtigkeit des griindlichen Waschens 
noch besser ist es, die Hefe eine Stunde lang im Thermostaten von 
30° C zu schiitteln — zur Vermeidung der Produktion von reduzierenden 
Substanzen aus der Hefe selbst, betont. Selbst wenn man dem Blut 
die gréBte Menge von Kreatin, Kreatinin und Harnsaure zusetzt, 
wie sie im Blute in pathologischem Zustande gefunden wird, und den 
echten, vergirbaren Zucker mi®t. bekommt man nach unserer Methode 
auch dann denselben Wert wie ohne diesen Zusatz. 





Beitrag zur Konstitutionsermittlung yon Proteinen 


bzw. Polypeptiden. 
Von 
Emil Abderhalden und Hans Brockmann. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. d. 8.) 
(Eingegangen am 25. Juni 1930.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Trotz groBer Fortschritte auf dem Gebiete der Eiweiichemie sind 
wir heute noch zur Unterscheidung einzelner Proteinarten im wesent- 
lichen auf Unterschiede in ihren physikalischen bzw. physikalisch- 
chemischen Eigenschaften angewiesen. Wohl wissen wir, da in der 
Zusammensetzung der verschiedenen Eiweibstoffe, was den Gehalt 
an einzelnen Aminosiuren anbetrifft, erhebliche Unterschiede vorhanden 
sind, ja das eine oder andere Protein ist sogar durch das Fehlen des 
einen oder anderen EiweiBbausteins ausgezeichnet. Bis in die neueste 
Zeit hinein schien es so, als ob Eiweibstoffe, die einer bestimmten 
Gruppe angehéren, wie z. B. die Globuline, Albumine usw. in Hinsicht 
auf die Mengenverhaltnisse, in denen die einzelnen Aminosaéuren in 
ihnen enthalten sind, groBe Ubereinstimmung zeigen, wobei selbst- 
verstindlich noch eine grobe Mannigfaltigkeit in der Struktur der 
einzelnen ,,Eiweibindividuen* vorhanden sein kann, sei es nun, dai 
die verschiedenen Aminosdurearten in verschiedener Reihenfolge 
siureamidartig verknipft sind, sei es, daB durch besondere Bindungs- 
arten Abwechslung in die Konstitution des einzelnen Proteins gebracht 
wird. Nun liegen jedoch Mitteilungen vor, nach denen z. B. der Schwefel- 
gehalt des Fibrins des Blutes verschiedener Saugetiere und ebenso 
derjenige des Serumglobulins ganz erhebliche Unterschiede aufweist!. 
Derartige Feststellungen lassen eine verschiedene Deutung zu.  Ent- 
weder weisen sie auf individuelle Unterschiede in der Zusammensetzung 
von EiweiBkérpern der gleichen Gruppe hin, oder aber es handelt sich 
um wechselnde Gemische von verschieden zusammengesetzten Poly- 
peptidketten, die unter sich assoziiert sind. Es wird von gréBtem 
Interesse sein, Beobachtungen der genannten Art weiter nachzugehen 


1 Vgl. hierzu Zoltan Asz6di, diese Zeitschr. 212, 158, 1929. 
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und zu priifen, ob bei ein und demselben Individuum Eiweif®kérper 
bestimmter Art stets den gleichen Gehalt an einzelnen Aminosauren 
oder aber Unterschiede aufweisen. Es ware an und fiir sich durchaus 
denkbar, da Proteine und insbesondere solche, die im Organismus 
bestimmte Funktionen erfiillen, Umlagerungen unterworfen sind, 
und zwar derart, daB assoziierte Polypeptidketten abgegeben werden. 
Umgekehrt kénnten neue angelagert werden. SchlieBlich bleibt auch 
noch die Méglichkeit, daB partielle Hydrolysen von solchen eintreten 
kénnen, ohne daB das Gesamtgefiige eines Proteins vollkommen gelist 
wird. Insbesondere mu® auch an die Anlagerung von Aminosauren an 
Proteine gedacht werden. Das Problem des EiweiBaufbaues im tierischen 
Organismus ist ein noch vollkommen ungeléstes. Wir wissen nur mit 
Sicherheit, da} von ihm aus Aminosaéuren EiweifB gebildet werden kann. 
Wie diese jedoch zusammengefiigt werden, ist noch unbekannt. 

Der Grund, weshalb mit rein chemischen Methoden iiber allgemeine 
Feststellungen, wie Vorkommen bestimmter Aminosiuren, Art ihrer 
Verkupplung, noch keine gréBeren Fortschritte in der Aufklirung 
der spezifischen Konstitution einzelner EiweiBarten erzielt sind, ist, daB 
die Isolierung von Spaltstiicken, in denen noch mehrere Aminoséuren 
vereinigt sind, und fiir die der Beweis der Einheitlichkeit erbracht 
werden kann, groBe Schwierigkeiten darbietet. Die Eigenschaften 
der Produkte teilweiser Hydrolyse von Proteinen sind unter sich 
sehr ahnlich. Dazu kommt, daB insbesondere ihre Léslichkeit gegen- 
seitigen Beeinflussungen unterworfen ist. Der Beweis, daB ein Eiweib- 
abbauprodukt zusammengesetzter Natur einheitlich ist, darf erst 
dann als erbracht betrachtet werden, wenn es gelungen ist, es mit einer 
synthetisch dargestellten Verbindung zu identifizieren. In Betracht 
kommen dabei in erster Linie polypeptidartige Verbindungen. Die 
Methoden zur Synthese von Polypeptiden sind so weit entwickelt, 
daB mit wenig Ausnahmen jede beliebige Aminosdure in’ beliebiger 
Reihenfolge in Polypeptidketten eingefiigt werden kann.  Sobald 
ein Spaltprodukt zusammengesetzter Natur aus einem Protein ge- 
wonnen ist, und elementare Zusammensetzung, Molekulargewicht, 
Gehalt an einzelnen Aminosaéuren und vor allem auch das Verhaltnis 
von Gesammtstickstoff zu Aminostickstoff einen bestimmten SchluB 
auf die Linge der Polypeptidkette zulassen, ergibt sich die Frage, in 
welcher Reihenfolge die einzelnen Bausteine sich folgen. In der Regel 
steht nicht so viel Material zur Verfiigung, daB durch teilweise Hydrolyse 
der gewonnenen Verbindungen einigermaBen klargestellt werden kann, 
welche Verbindung von den méglichen isomeren Polypeptiden in Betracht 
kommt. Sie alle synthetisch zu gewinnen, bedeutet einen groBen Zeit- 
und Materialaufwand. Im hiesigen Institut sind im Laufe der Zeit 
zahlreiche Produkte zusammengesetzter Natur aus verschiedenen 
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EiweiBkérpern isoliert und gereinigt worden, bei denen alle oben er- 
wahnten Kriterien fiir Einheitlichkeit sprechen. Ferner ist durch 
stufenweisen Abbau mittels Fermenten der Beweis erbracht, daB es 
sich unzweifelhaft um Polypeptide handelt, und zwar konnte bei de: 
Hydrolyse mit Trypsinkinase wiederholt gezeigt werden, daB neben 
freien Aminosaéuren einfache Polypeptide iibrigblieben, die sich von 
Erepsin vollstandig in ihre Bausteine zerlegen lieBen. Es gelang jedoch 
aus Mangel an Material nicht, die Produkte mit Polypeptiden von be- 
stimmter Zusammensetzung zu identifizieren. Es ist deshalb die Mit- 
teilung der erwahnten Befunde, die zum Teil schon mehrere Jahre 
zuriickliegen, zuriickgestellt worden, weil es wenig Wert hat, iiber 
Produkte einer partiellen Hydrolyse von Proteinen zu berichten, bei 
denen die restlose Aufklérung der Konstitution nicht gegliickt ist. 
Nur insofern haben diese Befunde eine Bedeutung, als sie eindeutig 
beweisen, daB in Proteinen Polypeptidketten vorhanden sind. 


Es hat nicht an Bemiihungen gefehlt, fiir die Konstitutionsermittlung 
von Polypeptiden Erleichterung zu schaffen. Zuniachst laBt sich diejenige 
Aminosaure, die die Aminogruppe tragt, dadurch charakterisieren, daB ihre 
NH,-Gruppe durch eine Gruppe besetzt wird, die an jenem Baustein fester 
verankert ist, als die einzelnen Polypeptidbausteine unter sich. Bei der 
vollstandigen Hydrolyse eines solchen Produktes erhailt man dann neben 
der gekuppelten Aminoséure die tibrigen Bausteine als freie Verbindungen!?. 

Ein Verfahren besonderer Art hat Goldschmidt? in Vorschlag gebracht. 
Er fand, daB bei Behandlung von Dipeptiden in alkalischer Lésung mit 
Hypobromit jene Aminosiéure, die die freie Aminogruppe trigt, in das 
um ein C-Atom armere Nitril tibergeht. Es ist fraglich, ob mittels dieser 
Methode bei komplizierter gebauten Polypeptiden ein Erfolg zu erzielen 
ist, weil mit der Zahl der auftretenden Spaltstiicke deren Isolierung immer 
schwieriger wird. Ist die Zahl der Méglichkeiten der in Frage kommenden 
Konstitution eines Polypeptids eingeengt, dann kann unter Umstanden 
die Verfolgung des Abbaues eines solchen Spaltstiickes mittels Fermenten 
unter Verfolgung des optischen Verhaltens des Ferment-Substratgemisches 
zu einer Autkléarung der vorhandenen Reihenfolge der einzelnen Bau- 
steine fiihren’. 

Es tragt nun rfoch ein zweiter Baustein im Polypeptid eine charak- 
teristische Gruppe (abgesehen von jenen Fallen, in denen Oxy-, Thio- usw. 
Gruppen vorhanden sind), nimlich die Carboxrylgruppe. P.Schlack und 
W. Kumpf* haben diese in benzoylierten Polypeptiden durch Erhitzen mit 
Rhedanammon und Essigséiureanhydrid in ein Thiohydantoin iibergefiihrt. 


1 Vgl. hierzu E. Fischer u. P. Bergell, Chem. Ber. 36, 2592, 1903; 
E. Abderhalden u. C. Funk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 64, 436, 1910; 
M. Bergmann u. E. Miekeley, Liebigs Ann. 458, 56, 1927. 

2 Liebigs Ann. 456, 1, 1927; vgl. auch EF. Abderhalden u. W. Kréner, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 168, 208, 1927. 

3 Vgl. hierzu E. Abderhalden und Mitarbeiter, zahlreiche Arbeiten in 
der Zeitschr. f. physiol. Chem. 51 und folgende. 

4 Ebendaselbst 154, 125, 1926. 
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In einem solchen zweifachen Derivat eines Polypeptids laBt sich bei der 
Hydrolyse einmal jene Aminosdéure erkennen, die die Aminogruppe trigt, 
ind dann jene, der die Carboxylgruppe eignet. Die genannten Forscher 
haben die erwahnte Methode an Modellen, und zwar an Leucyl-glycin, 
\lanyl-alanin und Diglycyl-glycin mit gutem Erfolg erprobt. Der im 
hiesigen Institut unternommene Versuch, die angefiihrte Methode auf 
Polypeptide mit andersartigen Bausteinen und auf solche mit langerer Kette 
su tibertragen, schlug fehl, indem es nicht immer gliickte, die zu erwarten- 
den Spaltprodukte zu isolieren. In den Fallen, in denen ein Erfolg be- 
schieden war, lieBen die Ausbeuten stark zu wiinschen tibrig. 

Wir haben uns bemiiht, Methoden ausfindig zu machen, die ge- 
statten, die Konstitution eines Polypeptids in mdglichst einfacher 
Weise aufzukliren. Wir haben zwei Wege eingeschlagen. Einmal ver- 
suchten wir, die Aminogruppe und die Carboxylgruppe zu besetzen. 
Wahrend es leicht ist, die erstere Gruppe so zu verankern, daB der 
eingefiihrte Rest bei der Hydrolyse der in Frage kommenden Ver- 
bindung mit jener Aminosadure, deren Aminogruppe sie besetzt halt, 
in Bindung verbleibt, bereitet es Schwierigkeiten, die Carboxylgruppe 
in einfacher Weise so zu besetzen, daB bei der Aufspaltung der CO-—N H- 
Bindungen die eingefiihrte Gruppe nicht zugleich in Freiheit gesetzt 
wird. Nun haben wir beobachtet, da Aminosiure- und Polypeptid- 
ester sich leicht mit Aminen umsetzen!. Wir studierten zunichst die 
Verseifungsgeschwindigkeit einer Reihe von verschiedenen Derivaten 
der genannten Art, und zwar untersuchten wir d, l-Leucyl-methylamin, 
d,l-Leucyl-isoamylamin, d,l-Leucyl-benzylamin, d,l-Leucyl-anilin, 
d, l-Leucyl-diphenylamin, Glycyl-isoamylamin. Auf Grund der hierbei 
gemachten Erfahrungen waihlten wir das Benzylaminderivat, um jene 
Aminosaure im Polypeptid zu kennzeichnen, der die Carboxylgruppe 
zugehért. Die Aminogruppe des Polypeptids besetzten wir zuniichst 
mit dem Benzoylrest und zum Teil auch mit der £-Naphthalinsulfo- 
gruppe. Wir gingen jedoch dann dazu iiber, den Phenylisocyanatrest 
einzufiihren. Hierbei machten wir die Beobachtung, daf beim Ver- 
estern von Phenylisocyanat-polypeptidverbindungen Aufspaltung eintritt, 
und zwar wird jener Baustein, der die genannte Gruppe tragt, in Gestalt 
seines Hydantoins abgespalten, waihrend, wie Kontrollversuche —be- 
statigten, der Rest des Polypeptids ungespalten bleibt. Max Bergmann 
und <A. Miekeley? beobachteten bei der Hydrolyse von Phenyliso- 
cyanatverbindungen von Polypeptiden mit Saure den gleichen Vorgang, 
nur besteht bei Verwendung von solcher die Gefahr, daB Aufspaltung 
der Polypeptidkette erfolgt. Der von uns erhobene Befund. ist deshalb 
von besonderer Bedeutung fiir die Aufklarung der Konstitution von 


1 Emil Abderhalden u. H. Brockmann, Fermentforschung 11, 251, 
1930. 
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Polypeptiden, weil die Méglichkeit gegeben ist, ohne weitere Hydrolys: 
jeweilen den Baustein aus der Polypeptidkette abzuspalten, der dir 
Aminogruppe tragt. Es ist nur notwendig, nach Abspaltung und Bildung 
des Hydantoins die Kupplung mit Phenylisocyanat mit dem iibrig- 
gebliebenen Rest der Polypeptidkette zu wiederholen. Wieder wird 
verestert, es erfolgt wiederum Abspaltung des die Aminogruppe tragenden 
Bausteins in Gestalt des Hydantoins. Der ganze Vorgang laBt sich 
wiederholen, und auf diesem Wege die Polypeptidkette von einem 
Ende her schlieBlich vollstandig aufspalten, wobei jeder einzelne Bau 
stein in seiner Reihenfolge erkannt wird. 

Handelt es sich darum, rasch herauszubringen, welchem Baustein 
die Amino- und welchem die Carboxylgruppe zugehért, so wird, wie 
im experimentellen Teil beschrieben, die Carboxylgruppe mit dem 
Benzylaminrest und die Aminogruppe mit der Phenylisocyanat- 
gruppe besetzt. Hierauf wird die vollstandige Hydrolyse vollzogen 
und einerseits das Hydantoin und andererseits das Benzoylaminderivat 
jener Aminosiure, der die freie Carboxylgruppe zugehért, isoliert 
Die iibrigen am Bau des Polypeptids beteiligten Aminosiuren erscheinen 
in der Hydrolysenfliissigkeit in freier Form. Wir haben auf die er- 
wahnte Weise d,/-Alanyl-glycyl-d, l-leucin gekuppelt und dann auf- 
gespalten. Ferner studierten wir das Verhalten von Phenylisocyanat- 
glycyl-d, l-leucyl-benzylamin. Das letztere Derivat isolierten wir zum 
Teil als Phenylisocyanatverbindung. So haben wir z. B. Phenyliso- 
cyanat-d, l-alanyl-glycyl-d, l-leucin verestert. Das Alanin wurde dabei 
als 3-Phenyl-5-methylhydantoin abgeschieden. Das Filtrat vom Hydan- 
toinniederschlag veresterten wir erneut. Den gebildeten Glycyl-d, l- 
leucyl-methylester verwandelten wir durch Erhitzen mit Benzylamin 
in Glycyl-d, l-leucyl-benzylamin. Diese Verbindung isolierten wir als 
Phenylisocyanatderivat. Die gekuppelte Glycylgruppe wurde als 
3-Phenyl-hydantoin abgespalten und das verbleibende d, /-Leucyl- 
benzylamin als Phenylisocyanatderivat isoliert. 

Bei der Reinigung des 3-Phenylhydantoins gewannen wir in geringer 
Ausbeute 3-Phenyl-5-isobutylhydantoin. Es ist méglich, daB dieser 
Befund im Sinne einer teilweisen Besetzung von Iminogruppen durch 
den Phenylisocyanatrest zu deuten ist. Wir verfolgen diese Beob- 
achtung weiter. 

Da manche Dipeptidester eine sehr grobe Neigung zeigen, in 2, 5- 


Dioxopiperazine iiberzugehen, priiften wir, ob beim Erhitzen von 
Glycyl-d, l-leucinmethylester mit Benzylamin Anhydridbildung ein- 
tritt. Verwendet man einen geringen Uberschu8 an genanntem Amin, 
dann kommt es in der Tat zur Bildung erheblicher Mengen von d, | 
Leucyl-glycinanhydrid. Wiirde nun dieses Anhydrid bei Anwendung 
eines Uberschusses an Benzylamin aufgespalten, dann bestiinde dic 
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Méglichkeit, daB Glyeyl-d,l-leucyl- bzw. d, l-Leucyl-glycyl-benzyl- 
umin gebildet wird, d. h. es ware in diesem Falle die von uns angewandte 
Methode zur Aufklarung der Konstitution von Polypeptiden ungeeignet. 
Wir haben deshalb d, l-Leucyl-glycinanhydrid eine Stunde lang mit 
einem Uberschu8 an Benzylamin auf 130° erwirmt. Es erfolgte jedoch 
keine Aufspaltung des Anhydrids. 


Experimenteller Teil. 
1. Studien iiber die Verseifungsgeschwindigkeit von Aminosaiureamiden, 


a) Darstellung der einzelnen Derivate. 


d, |l-Leucinamidhydrobromid 
HBr. H,N.CH.CO.NHg, 
CH 
o—( — 
CH, H<; H,. 

Die Verbindung wurde nach den Angaben von Bergell und H. v. 
Wilfing! durch Aminierung von d, l-x-Bromisocapronsiureamid mit 
alkoholischem Ammoniak erhalten und als Hydrobromid zu den 
Spaltungsversuchen angewandt. Der Schmelzpunkt lag entsprechend 
der Literaturangabe bei 205° (korrigiert). 


d,l-Leucyl-methylamin (d,1l-Leucyl-decarboxyglycin). 
CHg 


CHL CH. CHy.CH. NH. CO- NH.CH 


Dieser Kérper wurde von J.v. Braun und W. Miinch* durch 
Aminierung von 4d, l-x-Bromisocapronyl-decarboxyglycin neben sekun- 
diren Produkten erhalten. Einfacher und ergiebiger ist seine Gewinnung 
durch Kondensation von d,1-Leucinmethylester mit wasserfreiem 
Methylamin. 6g d,!-Leucinmethylester wurden in 10 g wasserfreiem 
Methylamin 3 Tage lang im Bombenrohr bei Zimmertemperatur auf- 
bewahrt. Nach Abdunsten des Methylamins wurde der Riickstand 
der Vakuumdestillation unterworfen. Entsprechend den Angaben von 
v. Braun und Miinch ging das d,1-Leucyl-methylamin bei 12 mm 
Druck zwischen 145 und 147° als dickes, farbloses Ol iiber. Die Aus- 
beute betrug 5,4 g = 91°, der Theorie. 

73.2 mg Substanz, nach Ajeldahl verbrannt, verbrauchten 10,00 com 
n/10 H,SO, (Molekulargewicht 144,15). 

CypHyON,. Ber.: 19,43%, N. 
Gef.: 19,12% N. 


P. Bergell u. H. v. Wiilfing, Zeitschr. f. physiol. Chem. 64, 361, 1910. 
2 J.v. Braun u. W. Miinch, Ber. 60, 355, 1927. 
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d,l-Leucyl-benzylamin. 
Cte CH. CHy. CH. (NH,). CO—NH. CH. Cy 
3g d,l-Leucinmethylester wurden, in 10g Benzylamin gelist 
3 Tage bei 37° aufbewahrt. Zur Vervollstandigung der Umsetzung 


‘ 


H,. 


wurde noch 2 Stunden lang im Olbad auf 120° erhitzt. Das Reaktions- 
gemisch wurde sodann bei 12 mm Druck fraktioniert destilliert. Nach- 
dem zwischen 70 bis 80° das iiberschiissige Benzylamin verdampft 
war, ging bei 205 bis 210° ein zahes, gelbes Ol] iiber, das in der Vorlage 
zu nadelférmigen Kristallen erstarrte. Wegen der verhaltnismabig 
geringen Menge verzichteten wir auf die genaue Bestimmung des Siede- 


punktes. Die Ausbeute betrug 67°,, der Theorie. Auf Ton abgeprebt 


und mit Petrolather gewaschen, schmolz die Substanz bei 56 bis 57° 
(korrigiert). Léslich in Alkohol, Ather, Aceton, Essigester und Toluol, 
wenig léslich in Petrolather. 
8,30 mg Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, verbrauchten 7,45 cem n/10 
H,SO, (Molekulargewicht 220,18). 
Cy,H,,ON,. Ber.: 1 
l 


Get.: 


Glyeyvl-benzylamin. 
CH,.NH,.CO—NH.CH,. C,H;. 


Die Darstellung erfolgte, wie beim d,1-Leucylbenzylamin be- 
schrieben. Glykokollmethylester wurde 3 Tage lang bei 37° in iiber- 
schiissigem Benzylamin aufbewahrt. Dann wurde dieses bei 12 mm 
Druck abdestilliert. Auf die Fraktionierung des 6ligen Riickstandes 
verzichteten wir, da wir Zersetzung befiirchteten. Das Ol lieB sich 
in ein Pikrat verwandeln, das in kleinen Nadeln kristallisierte und 
bei 188,5° (korrigiert) schmolz. Durch Zersetzen des Pikrats mit 
H,SO,, Ausathern der Pikrinsiure und Entfernen der H,SO, mit 
Ba (O H), lieB sich das Glycy!-benzylamin in wasseriger Lésung gewinnen, 
die direkt zu den Spaltungsversuchen benutzt wurde. 


Analyse des Glycyl-benzylamin-pikrats. 

Zur Bestimmung der Pikrinsaéure in Pikraten ist von Emil Abder- 
halden und Hans Brockmann! eine Methode angegeben, die darin besteht, 
daB die mit H, SO, in Freiheit gesetzte Pikrinsaure in einem besonderen 
Apparat quantitativ ausgedthert und nach Verdampfen des Athers 
mit n/10 Lauge gegen Phenolphthalein titriert wird. Wir haben nach- 
traglich gefunden, daB es noch bequemer und genauer ist, die Pikrin- 
siure direkt in der atherischen Lésung mit n/10 alkoholischer NaOH 


1 EB. Abderhalden u. H. Brockmann, Fermentforschung 10, 163, 1929. 
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zu titrieren. Zur Entfernung der in Ather gelésten Kohlensaure wird 
der Atherauszug in einem Rundkolben 2 Minuten lang unter ver- 
mindertem Druck gekocht. Dann werden 20 cem Alkohol und 0,5 cem 
1°. iger Phenolphthaleinlésung zugesetzt. Dann wird titriert. Der 
Verbrauch des Athers und Alkohols wird in einem Blindversuch ermittelt. 
Noch einfacher gestaltet sich die konduktometrische Titration. Ehrhardt! 
hat gezeigt, dab Ammonchlorid mit n/10 Ba(OH), titriert ein scharfes 
Leitfahigkeitsminimum ergibt. Nun hat Glycyl-benzylamin ungefahr 
dieselbe Starke wie Ammoniak, und Pikrinsiure verhalt sich bei Leit- 
fihigkeitstitration nach A. Thiel und H. Roemer? wie eine starke 
Saure. Es war demnach zu erwarten, daB sich das Glycyl-benzylamin- 
pikrat ebenso wie Ammonchlorid konduktometrisch titrieren libt. 





2501 mw oe a ae 
240} ++ + + 3 te tt ! | 


£2 aul di | 
| ma 8 


1701 n a [ it a 
c ; 2 z 


- «# y é a 
—> CCN 


> 


Abb. 1. 


Das ist in der Tat der Fall. Wir lésten das Pikrat in iiberschiissiger 
n/lO0 NaOH, verdiinnten auf 40cem und bestimmten nach jedes- 
maligem Zusatz von n/10 H,SO, die Leitfahigkeit. Sie nahm bis zu 
dem Punkt ab, bei dem der Laugeniiberschu®B neutralisiert war, um 
dann bei weiterem Saéurezusatz wieder zu steigen. Das Minimum wurde 
graphisch ermittelt. Auf der Ordinate wurde der jeweils; gemessene 
Widerstand und auf der Abzisse die Anzahl zugefiihrter n/10 H,SO, 
vermerkt. Der Schnittpunkt der beiden Kurveniaste zeigte dann die im 
Maximum des Widerstandes oder, was dasselbe ist, die im Minimum der 
Leitfahigkeit verbrauchte Kubikzentimeterzahl der n/10 H,SO, an, 
die, von der Zahl der Kubikzentimeter iiberschiissiger n/10 NaOH ab- 
gezogen, die Menge n/10 NaOH ergab, die der Pikrinsiure aquivalent war. 


Analyse. 
0.1203 ¢ Pikrat in 4,64ccm n/10 Lauge gelést. Das Maximum des 
Widerstandes und somit das Minimum der Leitfahigkeit war, wie die Ab- 
bildung zeigt, nach Zusatz von 1,60 ccm n/10 H,SO, erreicht. Das Pikrat 


| Ehrhardt, Chem. Fabrik 1929, S. 456. 
2 A. Thiel u. H. Roemer, Zeitschr. f. physik. Chem. 68, 737, 1908. 
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hatte demnach 3,04 com n/10 NaOH verbraucht. Die Lauge war kon 
duktometrisch auf die Séiure eingestellt. (Molekulargewicht 393.16.) 
C,;H,,0,N;. Ber.: 58,26°, Pikrinsaure. 
Gef.: 57,88% 


d,l-Leucyl-anilin. 


CHe>CH. | H,.CH.NH,.CO—NH. CgH;. 


Das d, 1-Leucyl-anilin wurde durch Aminierung von d, |-z-Brom- 
isocapronyl-anilin gewonnen. 

a) d, l-a-Bromisocapronyl-anilin. 

In eine eisgekiihlte atherische Lésung von 2 Mol. Anilin wurde 
1 Mol 4d, l-x-Bromisocapronylbromid, in Ather gelést, langsam ein- 
getragen, Das ausfallende Anilinhydrobromid wurde abgenutscht. 
Das Filtrat hinterlieB beim Eindampfen das Kupplungsprodukt als 
Ol, das beim Verreiben mit HCl-haltigem Wasser zu einer festen Masse 
erstarrte. Zur Reinigung wurde aus wasserigem Alkohol umkristallisiert. 
Der Bromkérper schied sich in glinzenden Blattchen ab, die bei 115° 
(korrigiert) schmolzen. Beim Behandeln des ausgeschiedenen Anilin- 
hydrobromids mit Wasser hinterblieb eine kleine Menge Ol, das aus 
Kupplungsprodukt bestand. Die Ausbeute war nahezu quantitativ. 

Loéslichkeit: Leicht léslich in Alkohol, Aceton, Chloroform, Essig- 
ester, Toluol und Ather, wenig léslich in Petrolither und Wasser. 

31,4 mg Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, verbrauchten 1,15 ccm 
n/10 H,SO,. (Molekulargewicht 270,05.) 

Cy,H,ONBr. Ber.: 5,18% N. 
Gef.: 5,25% N. 
b) Aminierung von d, l-«-Bromisocapronyl-anilin zu d, l-Leucyl-anilin. 


Zur Aminierung wurde der Bromkérper in alkoholischem Ammoniak 
gelést und 6 Stunden auf 100° erhitzt. Nach Verdampfen der Ami- 
nierungsfliissigkeit wurde der Riickstand mit HCl-haltigem Wasser 
extrahiert. Es hinterblieb ein éliger Riickstand, der offenbar aus un- 
verindertem Bromkérper bestand. Die wiasserige Lésung wurde im 
Vakuum zur Trockne verdampft. Nach Aufnahme des Riickstandes in 
wenig Wasser und Ermittlung des Br-Gehaltes wurde unter Kiihlung 
eine diesem aquivalente Menge konzentrierte Kalilauge zugesetzt. 
Zugabe von trockenem Kaliumcarbonat verwandelte die Lésung in 
einen diinnen Brei, der mehrmals mit Ather griindlich durchgeschiittelt 
wurde. Beim Verdampfen des Athers hinterblieb ein gelbes Ol, das 
unter 1 mm Druck bei 154 bis 160° destillierte. Das Destillat erstarrte 
in der Vorlage zu grobblattrigen, weichen Kristallen, die bei 59 bis 60° 
(korrigiert) schmolzen. Die Ausbeute betrug nur 40°, der Theorie, 
14Bt sich aber durch Jangere Aminierungsdauer zweifellos steigern. 
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Léislich in Alkohol, Ather, Aceton, Essigester und Toluol, un- 
léslich in Wasser und Petrolather. 
73,0 mg Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, verbrauchten 6,98 cem 
n 10 H,SO,. (Molekulargewicht 206,16.) 
Cy2HyON,. Ber.: 13,59% N. 
Gef.: 13,39% N. 


d,l-Norleucyl-d, l-leucyl-glycin. 
CH;.CHg.CH,.CH,.CH.(NH,). CO—NH.CH.CO—NH.CH,.COOH 
CH, 
CH,.CH 
CHag. 


J 


a) d, l-x-Bromecapronyl-d, l-leucyl-ql ycin. 

5g d,1-Leucyl-glycin wurden in 26,6cem n NaOH gelést und 
unter guter Kiihlung mit 8 g dl-x-Bromeapronylchlorid und 46,5 cem 
n NaOH in der iiblichen Weise gekuppelt. Das beim Ansauern zunichst 
dlig ausfallende Kupplungsprodukt wurde beim Stehen im Eisschrank 
fest. Die Ausbeute betrug 76°., der Theorie. Nachdem das Rohprodukt 
mit wenig Ather verrieben war, um _ beigemengte Bromcapronsaure 
zu entfernen, wurde aus verdiinntem Alkohol umkristallisiert. Der 
Bromko6rper schied sich in dicken, biischelférmig angeordneten Nadeln 
ab, die nach nochmaligem Umkristallisieren konstant bei 163 bis 164° 
(korrigiert) schmolzen. 

Leicht léslich in Aceton und Alkohol, léslich in Essigester, Chloro- 
form und Ather, schwer léslich in heiBem und kaltem Wasser, Toluol 
und Petrolither. 

174.4 mg Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, verbrauchten 9,53 ccm 
n 10 H,SO,. (Molekulargewicht 365,14.) 

C,,H,O,N,Br. Ber.: 7,67% W. 


Gef.: 7,65% N. 

b) Aminierung des Bromkérpers. 

5g Bromkérper wurden, in der zehnfachen Menge 25° ,igen 
Ammoniaks gelést, 3 Tage bei 37° aufbewahrt. Beim Verdampfen der 
Aminierungsfliissigkeit im Vakuum schied sich das Tripeptid kristallin 
ab. Der Riickstand wurde zur Entfernung des Ammonbromids mit 
warmem 70°. igen Alkohol extrahiert und dann aus heiBem Wasser 
umkristallisiert. Das Tripeptid schied sich in glinzenden, weichen 
Blattchen ab, die bei 258° (korrigiert) schmolzen und keine Biuret- 
reaktion gaben. 


37,2 mg Substanz, nach Ajeldahl verbrannt, verbrauchten 3,71 cem 
n 10 H,SQ,. (Molekulargewicht 301,24.) 
CygHgzO,N;s. Ber.: 13,95% N. 
Gef.: 13.97% N. 
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Phenylisocyanat-d,l-norleucyl-d, l-leucyl-glycin. 


CH;.CH,.CH,g.CHg.CH. (NH). CO—NH.CH.CO—NH.CH,.COOH 
CH 


NH—C=0 CH,—CH 
CH. 

1g Tripeptid wurde in 8cem n NaOH gelést und unter guter 
Kiihlung mit 0,8 g Phenylisocyanat gekuppelt. Beim Ansauern fiel 
das Phenylisocyanat-d, l-norleucyl-d, l-leucyl-glycin amorph aus. Zur 
teinigung wurde zweimal aus wasserigem Alkohol umkristallisiert. 
Die Substanz schied sich zunidchst in amorphen Flocken ab, die sich 
bei langerem Stehen in der Kalte langsam in mikroskopisch kleine, 
scharfkantige Prismen verwandelten. Die Substanz zeigte keinen 
scharfen Schmelzpunkt. Sie erweichte von 160° an langsam und war 
bei 180° (korrigiert) geschmolzen. 

Léslichkeit: Leicht léslich in Alkohol und Aceton, weniger léslich 
in Essigester und heibem Chloroform. Beim Verdampfen der Chloro- 
formlésung hinterblieb die Substanz in amorphen Krusten, die unscharf 
gegen 180° schmolzen. 

67,5 mg Substanz, nach Ayeldahl verbrannt, verbrauchten 6,40 ccm 
n/10 H,SO,. (Molekulargewicht 420,28.) 

C,,H3,0;N,. Ber.: 13,339 N. 
Gef.: 13,28% N. 


Versuch, Phenylisocyanat-d, l-leucyl-glycin zu verestern. 

2g Phenylisocyanat-d, l-leucyl-glycin wurden in 50 cem absoluten 
Methylalkohols gelést. Nach Sattigung mit gasférmiger HCl wurde 
im Vakuum zur Trockne verdampft. Nach nochmaliger Wiederholung 
des Vorganges wurde der Trockenriickstand mit Wasser ausgelaugt 
Aus der wasserigen Lésung lieB sich Glykokollmethylesterhydrochlorid 
vom F.P. 176° (korrigiert) isolieren. Beim Umkristallisieren des wasser- 
unléslichen Riickstandes aus viel heiBem Wasser schieden sich lange 
glinzende Nadeln vom F.P. 126° (korrigiert) ab. Der Mischschmelz- 
punkt mit 3-Phenyl-5-isobutylhydantoin lag bei 126° (korrigiert). Es 
war also bei der Veresterung eine Spaltung des Phenylisocyanat-d, 1- 
leucyl-glycins in 3-Phenyl-5-isobutylhydantoin und Glycin — baw. 
Glykokollmethylester eingetreten!. 


Umsetzung von 3-Phenyl-5-isobutylhydantoin mit Benzylamin. 


1 g 3-Phenyl-5-isobutylhydantoin wurde in 5g Benzylamin gelést 
und 4 Stunden auf 120° erhitzt. Dann wurde die Lésung noch 2 Tage 
lang bei 37° aufbewahrt. Es schieden sich nadelférmige Kristalle ab, 


1 M. Berqmann u. A. Miekeley, Ann. 458, 40, 1927. 
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die schlieBlich die Flissigkeit in einen dicken Kristallbrei verwandelten. 
Die Kristalle wurden abgenutscht und mit wasserigem Alkohol ge- 
waschen. Zur Reinigung wurde zweimal aus verdiinntem Alkohol 
umkristallisiert. Der Schmelzpunkt lag bei 209 bis 210° (korrigiert). 
Léslichkeit: Léslich in heiBem Alkohol und heiBem Aceton, wenig 
léslich in heiBem Essigester, unléslich in Ather, Chloroform und Toluol. 
75.3 mg Substanz, nach Ajeldahl verbrannt, verbrauchten 6,40 ccm 
1 10 H,SO,. (Molekulargewicht 356,23.) 
CyoHygO,N;. Ber.: 11,80% N. 
Gef.: 11,01% N. 
Die Analyse stimmt gut auf Phenylisocyanat-d, l-leucyl-benzyl- 
amin. Der Hydantoinring ist also aufgespalten worden und Benzy!- 
amin an die Carboxylgruppe getreten. 


CHs oH. CH,.CH CO L NH,.CH. C,H, 
CH; 2 ». CHy. (gH, 
NH N.CoH; 
CO 
a . . 
> H, > H.CH,.CH—CO—NH. CH,. Cg H, 
NH 


CO—NH.C,H,. 
Dafiir spricht auch der Verlauf der Hydrolyse mit HCl, bei der 
neben unverandertem Ausgangsmaterial 3-Phenyl-5-isobutylhydantoin 
und Benzylamin nachgewiesen werden konnten. 


Hydrolyse von Phenylisocyanat-d, l-leucyl-benzylamin mit 5n HCl 

1 g Substanz wurde 4 Stunden lang mit 5n HCl gekocht. Es ging 
scheinbar nichts in Lésung. Es wurde hei abfiltriert und der Riickstand 
gut mit heiBem Wasser ausgewaschen. Er bestand, wie Schmelzpunkt 
und Mischschmelzpunkt zeigten, aus unverdindertem Ausgangsmaterial. 
Das Filtrat wurde im Vakuum eingedampft, wobei sich 3-Phenyl- 
5-isobutylhydantoin in langen Nadeln vom Schmelzpunkt 126° (korri- 
giert) abschied. Der Mischschmelzpunkt lag ebenfalls bei 126° (korri- 
giert). Aus dem Filtrat lieB sich nach dem Einengen und Versetzen 
mit konzentriertem NaOH Benzylamin ausithern, das in das Pikrat 
verwandelt wurde. Es wurde ebenfalls durch den Mischschmelzpunkt 
identifiziert. 


Versuche zur Darstellung von d, l-Leucyl-2, 4-dinitroanilin. 


Da Versuche, Leucinmethylester mit 1-Amino-2, 4-dinitrobenzol zu 
kondensieren, zu keinem brauchbaren Ergebnis fiihrten, wurde versucht, 
das d, |l-Leucyl-2, 4-dinitroanilin durch Aminieren des d, l-x-Bromiso- 
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kaprony1-2, 4-dinitroanilins zu gewinnen. Die Schwerléslichkeit des 1-Amino- 
2, 4-dinitrobenzols machte die gebraiuchliche Kupplung mit dem Saure 
chlorid in alkalischer Lésung unmdéglich und veranlaBte uns, zur Gewinnung 
des Bromkérpers die im folgenden beschriebene Methode anzuwenden. 


d,l-x-Bromisokapronyl-2, 4-dinitroanilin. 


(}E> CH CH, CHBr- CO-NH- \N Oy. 
NO, 
5,4g 1l-Amino-2, 4-dinitrobenzol wurden mit 7,7 g (etwas mehr als 
berechnet) d, l-z-Bromisokapronylbromid zu einem dicken Brei vermischt, 
der im Olbad auf 140 bis 150° erhitzt wurde, wobei Verfliissigung und H Br- 
Entwicklung eintrat. Nach Aufhéren der Gasentwicklung wurde das 
braune, zahfliissige Reaktionsprodukt mit Alkohol behandelt, um unver- 
aindertes d, l-x-Bromisokapronylbromid in den Ester iiberzufiihren, der 
durch zweimaliges Eindampfen mit Wasser im Vakuum entfernt wurde. 
Das Rohprodukt wurde in Alkohol aufgenommen und nach dem Aut- 
kochen mit Tierkohle durch Wasser als gelbliches Ol gefallt, das beim 
Stehen im Eis nach kurzer Zeit zu kleinen, blaBgelben Nadeln erstarrte. 
Ausbeute 9,1 g oder 86°, der Theorie. Der Schmelzpunkt lag nach zwei- 
maligem Umkristallisieren bei 57° (korrigiert). Léslich in Alkohol, Ather, 
Aceton, Essigester, Chloroform und Toluol, wenig léslich in Petrolather, 
unléslich in Wasser. 

5,704 mg Substanz, nach Dumas verbrannt, lieferten 0,609ccm N, 
bei 22° und 763mm. 8,380 mg Substanz, nach Carius zersetzt, gaben 
4,420 mg AgBr. (Molekulargewicht 360,05.) 

C,,H,,0;N;Br. Ber.: N = 11,67%; Br = 22,20%. 
Gef.: N = 11,57%; Br = 22,45%. 


Aminierung von d, l-a-Bromisokapronyl-2, 4-dinitroanilin. 


Wir haben die Aminierung durch Erhitzen des Bromkoérpers mit 
benzolischem und alkoholischem Ammoniak versucht, sowie durch mehr- 
tagiges Aufbewahren in fliissigem Ammoniak. In keinem Faille gelang 
es, das d, 1-Leucyl-2, 4-dinitrobenzol zu fassen, wir konnten immer nur 
Leucin und 2, 4-Dinitrobenzol isolieren. Bemerkenswert ist, daB nach 
mehrtigigem Aufbewahren des Bromkérpers in fliissigem Ammoniak 
dieses tief rot gefarbt war, was offenbar von geléstem 2, 4-Dinitroanilin 
herrihrte. 


d,l-Leucyl-isoamylamin (d,1-Leucyl-decarboxyleucin). 
Ch. x : . 2 , : , : CH, 
CH,>! H.CH,.CHBr.CO—NH.CH,.CHg. ¢ H<cy,. 
a) d, l-x-Bromisokapronyl-isoamylamin  (d, l-x- Bromisokapronyl-decarb- 
oxyleucin). 


8,7 g Isoamylamin (0,1 Mol) wurden in Ather gelést und mit 100 cem 
n NaOH unterschichtet. Unter Eiskihlung und kriaftigem Schiitteln 
wurden 25,8 g d, l-«-Bromisokapronylbromid, in Ather gelést, zugegeben. 
Die abgehobene, mit Na,SO, getrocknete atherische Lésung hinterlieB 
beim Verdampfen ein 0], das unter 10 mm Druck zwischen 158 bis 160° 
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iiberging. Ausbeute 22,7 g, das sind etwa 86°, der Theorie. Beim 
nochmaligen Destillieren ging das d, l-x-Bromisokapronyl-decarboxy- 
leucin bei 10 mm zwischen 160 bis 161° als dickes, ganz schwach gelblich 
gefarbtes O iiber. 
50,4 mg Substanz, nach Kjeldahl zersetzt, verbrauchten 1,85 ccm n/10 
H,SO,. (Molekulargewicht 264,10.) 
C,,H,,ONBr. Ber.: N 5,30° 
Gef.: N 5,15° 
b) Aminierung des Bromkérpers. 


%g Bromkérper wurden, in alkoholischem Ammoniak gelist, 
12 Stunden lang auf 100° erhitzt. Nach Verdampfen des Alkohols im 
Vakuum wurde der Riickstand mit n HCl extrahiert. Das zuriick- 
bleibende Ol wurde in Ather aufgenommen, und bestand, wie sich nach 
dem Verdampfen des Athers herausstellte, aus unverindertem Brom- 
kérper. Die salzsaure Lésung wurde im Vakuum zur Trockne ver- 
dampft und der Riickstand mit wenig Wasser aufgenommen. Nach dem 
Uberschichten mit Ather versetzten wir die Lésung unter Eiskiihlung 
mit 30°,iger Kalilauge. Beim mehrmaligen Durchschiitteln mit Ather 
ging das Aminierungsprodukt in diesen iiber und hinterblieb beim 
Verdampfen der mit Na,SO, getrockneten atherischen Loésung als ein 
dickes, gelbliches O1, von dem unter 13mm Druck bei 167 bis 170° 
3,2 g farblos iiberdestillierten. Die Analyse stimmte auf d, l-Leucyl- 
isoamylamin. Im Kolben hinterblieben 1,2 g eines dicken Oles, das 
wahrscheinlich aus sekundirem Produkt bestand. 
55,4 mg Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, verbrauchten 5,45 cemn/10 
H,SO,. (Molekulargewicht 200,21.) 
‘ Cy, HyON3. Ber.: N 13,99%. 
Gef.: N 13,81°). 


Glycyl-isoamylamin (Glycyl-decarboxyleucin). 

Diese Verbindung, die von J.v. Braun und Miinch! durch Ami- 
nierung des Chloracetyl-isoamylamins gewonnen wurde, stellten wir 
mit etwa 70°, igerAusbeute durch Kondensation von Glykokollaithyl- 
ester mit Isoamylamin dar. Die angegebenen Eigenschaften fanden 
wir bestatigt. 

d,l-Leucyl-diphenylamin. 


CHs~ ‘ . , , ,_-CeH; 
CH, ~-CH.CH,.CH.(NH,).CO N<cCiH.. 


a) d, l-x- Bromisokapronyl-diphe nylamin. 
0,1 Mol d, l-x-Bromisokapronylbromid wurde in atherischer Lésung 
mit 0,2 Mol Diphenylamin zusammengebracht. Das ausgefallene Di- 


1 J.v. Braun u. Miinch, Chem. Ber. 60, 351, 1927. 
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phenylaminhydrobromid wurde abfiltriert und die atherische Lésung 
im Vakuum eingedampft. Es hinterblieb ein braunliches Ol, das zur 
Entfernung von unzersetztem Saurebromid zuerst mit Alkohol, dann 
zweimal mit Wasser im Vakuum eingedampft wurde. Zur Entfernung 
von unverindertem Diphenylamin wurde in Petroléther gelést und 
gasformige HCl eingeleitet. Nach Abfiltrieren des ausfallenden 
schmierigen Niederschlags wurde mehrmals mit Petrolither abgedampft. 
Der dlige Riickstand wurde in Alkohol aufgenommen und, nachdem 
mit Tierkohle aufgekocht worden war, mit Wasser gefallt. Das Kupp- 
lungsprodukt fiel als farbloses Ol aus, das bei langerem Stehen langsam 
in derben Platten und Nadeln kristallisierte. Auf Ton abgepreBt, 
schmolz die Substanz bei 58 bis 60° (korrigiert), gab aber mit Salpeter- 
siure noch Diphenylaminreaktion. Die geringen Mengen Diphenyl- 
amin waren erst nach sechsmaligem Umkristallisieren des Produkts 
aus Alkohol und Wasser voéllig verschwunden. Der Schmelzpunkt lag 
nun bei 62° (korrigiert). Die Substanz ist leicht léslich in organischen 
Lésungsmitteln, unléslich in Wasser. 

6.110 mg Substanz entwickelten, nach Dumas verbrannt, 0,227 cem 
N, bei 23° und 755 mm. 7,943 mg Substanz lieferten, nach Carius zersetzt, 
4,327 mg AgBr. (Molekulargewicht 346,09.) 

CygHz_pONBr. Ber.: N 4,059; Br 23.09%. 
Get.: N 4,26%,; Br 23,24%,. 


b) Aminierung von d,l-«-Bromisokapronyl-diphenylamin. 


Zur Aminierung wurde der Bromkérper 3 Tage lang bei 37° in 
alkoholischem Ammoniak aufbewahrt. Der nach dem Verdampfen 


des Alkohols im Vakuum verbliebene Riickstand wurde mit n HC! 
extrahiert. Es hinterblieb ein betrachtlicher Teil an unveraindertem 
Bromkérper. Aus der eingeengten salzsauren Lésung wurde dann das 
d, l-Leucyl-diphenylamin mit 30°,iger Kalilauge in Freiheit gesetzt 
und mit Ather aufgenommen. Beim Verdampfen der mit Na,SO, 
getrockneten atherischen Lésung hinterblieb es als gelbliches Ol, das 
nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte. Die Substanz roch 
schwach aminisch und war léslich in organischen Lésungsmitteln, 
wenig léslich in Wasser mit alkalischer Reaktion. 

35,5 mg Substanz entwickelten, im van Slyke-Apparat, 2,95cecm Ny, 
bei 20° und 762 mm. 28,4 mg Substanz, nach Kjeldahl zersetzt, brauchten 
1,95 cem n 10 H,SO,. (Molekulargewicht 281,18.) 

CygH.2ON,. Ber.: Amino-N 4,98°,; Gesamt-N 9,96°,. 
Gef.: Amino-N 4,85°,: Gesamt-N 9.62%, . 


H ydrolyse der dargestellten Verbindungen durch 5 n H,SO, bei 70°. 


Die Substrate wurden in 5n H,SO, zu einer 0,1 mol. Lésung 
gelést und in gut verschlossenen Réhrchen im Thermostaten bei 70° 
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0,5°) aufbewahrt. Die Hydrolyse des Leucinamids wurde durch 
fitration nach Willstatter und Waldschmidt-Leitz verfolgt. Zur Titration 
wurden jeweils 2ccm entnommen, mit 5n NaOH neutralisiert und 
vegen Lackmus auf schwach saure Reaktion eingestellt. Die Auf- 
spaltung der iibrigen Verbindungen wurde durch Aminostickstoff- 
hestimmungen nach van Slyke gemessen, und zwar wurde nur der 
\minostickstoff der abgespaltenen Aminosaiure bestimmt. Es wurde 
zu dem Zwecke in folgender Weise verfahren. 1 ccm der Versuchs- 
losung wurde unter guter Kiihlung mit etwa 1,3 cem 5 n NaOH versetzt. 
Das abgeschiedene unzersetzte Saiureamid, sowie das bei der Spaltung 
entstandene Amin wurden durch viermaliges vorsichtiges Ausathern 
entfernt, so daB in der Lésung nur noch die abgespaltene Aminosiure 
verblieb. Ihre Menge wurde im van Slyke-Apparat bestimmt, nachdem 
die Lésung zuvor mit Essigsiure neutralisiert und der Atherrest mittels 
Durchteiten von Luft entfernt worden war. Kontrollversuche hatten 
ergeben, dab es auf diese Weise méglich ist, Aminoséiuren neben Aminen 
zu bestimmen. Bedingung fiir die Anwendbarkeit des Verfahrens ist 
allerdings die leichte Extrahierbarkeit des Amins, die dessen geringe 
Wasserléslichkeit voraussetzt. Beim Methylamin versagte die Methode. 
Deshalb wurde hier der Fortschritt der Hydrolyse durch direkte van 
Slyke-Bestimmung in 1 ccm neutralisierter Lésung bestimmt, ein Ver- 
fahren, das auch bei der Hydrolyse der untersuchten Polypeptide 
angewandt wurde. Durch Kontrollversuche war ermittelt worden, 
daB 15 Minuten langes Schiitteln im van Slyke-Apparat geniigt, um 
den Stickstoff im Methylamin quantitativ zu bestimmen. In der 
Tabelle ist der im Apparat gemessene, also nicht durch 2 dividierte 
Zuwachs an Aminostickstoff zu verschiedenen Zeiten in Milli- 
grammen angegeben. Diese Zahl ist ein Mab fiir die umgesetzte 
Menge und ist dementsprechend als zx in die Gleichung fiir die 
monomolekulare Reaktion eingesetzt. Um den Gesamtzuwachs an 
Aminostickstoff bei voélliger Aufspaltung genau zu ermitteln, wurde 
nach Beendigung des Versuchs in jeweils 2 cem Hydrolysenfliissigkeit 
der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Diese Menge Gesamt- 
stickstoff durch 2 dividiert ist gleich dem Zuwachs an Aminostickstoff, 
der bei vélliger Spaltung im van Slyke-Apparat gemessen werden 
wirrde. Diese Zahl ist ein Ma fiir die Anfangskonzentration und 
ist demgemaB als a in die Gleichung eingesetzt. Die leidliche Kon- 
stanz des Ausdrucks 
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log 
tf 


1— 7 


zeigt, daB bei dem groBen Uberschu8 an Wasser und Schwefelsiure 
die Reaktion monomolekular verlauft. 
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2. Stufenweiser Abbau von Polypeptidderivaten. 


d,l-Alanyl-glyevl-d,l-leuci 


( , 
NH, CH,—cH< CH: 


“CH 
CH;.CH.CO—NH.CH,.CO—NH.CH.COOH. 
Das Tripeptid wurde in bekannter Weise durch Aminieren von 
d, l-x-Brompropionyl-glyeyl-d, l-leucin gewonnen, das durch Kuppeln 
von Glyeyl-d,l-leucin mit d,1l-x-Brompropionylbromid dargestellt 
worden war. Der Bromkoérper kristallisierte aus heibem Wasser in 
kleinen derben Nadeln aus, die bei 156 bis 157° (korrigiert) schmolzen. 
56,7 mg Substanz, nach Ajeldahl verbrannt, brauchten 3,44 ecm n 10 
H,SO,. (Molekulargewicht 324,16.) 
C19H,,0,N.Br. Ber.: 8,64% N. 
Gef.: 8,569 N. 
Das Tripeptid kristallisierte aus wasserigem Alkohol in feinen Nadelchen, 
die bei 232 bis 234° (korrigiert) unter Zersetzung schmolzen. 
60,9 mg Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, brauchten 6,92 com n 10 
H,SO,. (Molekulargewicht 259,27.) 
C,,H,0,N;. Ber.: 16.21% N. 
Gef.: 15,92% N. 





Phenylisoc yanat-d, l-alanyl-glycyl-d, l-leucin. 


1 Mol Tripeptid wurde in 1,5 Mol n NaOH gelést und in der 
iiblichen Weise mit 1 Mol Phenylisocyanat gekuppelt. Beim Ansauern 
mit 5n HCl fiel das Kupplungsprodukt als zihe Masse aus, die nach 
griindlichem Durchkneten mit Wasser im Exsikkator zu einer spréden 
Masse erstarrte. Die Ausbeute war fast quantitativ. Zur Reinigung 
wurde aus einem Alkohol-Wassergemisch umkristallisiert. Dabei 
schied sich die Verbindung in glinzenden Niadelchen ab, die nach 
nochmaligem Umkristallisieren bei 196,5 bis 197,5° (korrigiert) schmolzen, 
nachdem vorher Sinterung eingetreten war. 

43,2 mg Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, verbrauchten 4,51 cem 
n/10 H,SO,. (Molekulargewicht 378,35.) 

CyeHogO3N,. Ber.: 14,82%%, N. 
Gef.: 14,62°% N. 


Abbau von Phenylisocyanat-d, l-alanyl-glycyl-d, l-leucin 
mit methylalkoholischer Salzsdure. 


1,7 g Phenylisocyanat-d, l-alanyl-giycyl-d, l-leucin wurden mit etwa 
30 ccm Methylalkohol, der mit HCl gesattigt war, eine halbe Stunde 
auf 60 bis 65° erwarmt. Dann wurde im Vakuum zur Trockene ver- 
dampft, der Riickstand mit Methylalkohol aufgenommen und bis zur 


Sattigung HCl-Gas eingeleitet. Nach halbstiindigem Erwarmen auf 60 
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bis 65° wurde im Vakuum wiederum zur Trockene verdampft. Mehr- 
maliges Abdampfen mit Methylalkohol entfernte die iiberschiissige Salz 
siure. Der Riickstand wurde in ganz wenig Methylalkohol gelést und mit 
Wasser versetzt. Dabei fiel ein kristalliner Niederschlag aus, dessen 
Abscheidung durch Aufbewahren im Eisschrank vervollstandigt wurde 
Das Filtrat vom Niederschlag wurde im Vakuum zur Trockene ver- 
dampft, nachdem geringe Mengen von Kristallen, die sich beim Ein- 
engen noch abschieden, abfiltriert und zur Hauptmenge des Nieder- 
schlags gegeben worden waren. Der kristalline Niederschlag wurde 
aus wasserigem Alkohol umkristallisiert und schied sich dabei in langen 
glinzenden Nadeln ab, die bei 172 bis 173° (korrigiert) schmolzen. 
Weiteres Umkristallisieren anderte den Schmelzpunkt nicht. Der 
Mischschmelzpunkt mit 3-Phenyl-5-methylhydantoin lag bei 172 bis 173° 
(korrigiert). Die Analyse stimmte ebenfalls auf 3-Phenyl-5-isobuty|- 
hydantoin. 

40.3 mg Substanz, nach KAjeldahl zersetzt, verbrauchten 4,21 cem 
n 10 H,SO,. (Molekulargewicht 190,10.) 

C1oHyoN202. Ber.: N = 14,74%. 
Gef.: N 14,64°%. 

Das Gewicht des getrockneten, nicht umkristallisierten Hydantoins 
betrug 0,84 g statt, wie berechnet, 0,87. 

Der Trockenriickstand des im Vakuum verdampften Filtrats vom 
Hydantoinniederschlag wurde mit Wasser aufgenommen, mit n NaOH 
neutralisiert und dann mit etwas mehr als der fiir das in der Lésung 
befindliche Glycyl-d, l-leucin berechneten Menge n NaOH versetzt. 
Durch portionsweises Zugehen der berechneten Menge Phenylisocyanat 
unter Eiskithlung und kraftigem Schiitteln wurde das Glycyl-d, l-leucin 
in die Phenylisocyanatverbindung! iibergefiihrt, die sich beim An- 
siuern und Stehen in Eis in glanzenden Nadeln vom F.P. 176 bis 177' 
(korrigiert) abschied. Der Mischschmelzpunkt mit Phenylisocyanat- 


glycyl-d, l-leucin lag bei 176 bis 177° (korrigiert). Die Ausbeute betrug 
0,57 g. 


Abbau von Phenylisocyanat-d, l-glycyl-d, l-leucin mit meth ylalkoholischer 
Salzsdure. 

0.5 g Phenylisocyanat-glycyl-d, l-leucin wurden 1!. Stunden lang 
in 30cem Methylalkohol, der mit HCl gesattigt war, auf 60° erwarmt. 
Nachdem im Vakuum zur Trockene verdampft worden war, wurde 
mehrmals mit Alkohol verdampft, um die tiberschiissige Salzsdure zu 
entfernen. SchlieBlich wurde der Eindampfriickstand in wenig Alkohol 
aufgenommen und mit Wasser versetzt. Es fiel ein schmieriger Nieder- 


1 E. Abderhalden, E. Rindtorff u. A. Schmitz, Fermentforschung 10, 
219, 1929. 
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schlag aus, der nach Aufkochen mit Tierkohle aus Alkohol und Wasser 
unkristallisiert wurde. Dabei schieden sich lange glinzende Nadeln 
ab, die durch Schmelpunkt, Mischschmelzpunkt und Analyse als 
3-Phenylhydantoin identifiziert werden konnten. Das Filtrat vom 
Niederschlag wurde eingeengt und vorsichtig neutralisiert. Nach 
einiger Zeit schieden sich glanzende Blattchen ab, die durch Analyse 
als Leucin erkannt wurden. 


Einwirkung von methylalkolischer Salzséure auf d, l-Leucyl-glycin. 

Etwa 0,2 g d,1-Leucyl-glycin wurden 2 Stunden lang in konzen- 
trierter methylalkoholischer Salzsiure auf 60 bis 65° erhitzt. Nach 
Verdampfen des Methylalkohols im Vakuum und mehrmaligem Ab- 
dampfen mit Wasser zur Entfernung der Salzsiure und des Alkohols 
wurde in wenig Wasser gelést und in I cem Fliissigkeit der Gesamt- 
stickstoff nach Kjeldahl und der Aminostickstoff nach van Slyke 
bestimmt. 

leem Fliissigkeit, nach Ajeldahl zersetzt, brauchte 2,07 ccm 
n/ lO H,SO,, entsprechend 2,90 mg N,. lccm Fliissigkeit entwickelte 
im van Slyke-Apparat 2,65 cem N, bei 20°, 749 mm 1,54 mg Amino-N. 
Statt 1,45 mg wurden gefunden 1,54 mg; das entspricht einer Spaltung 
von etwa 6°, die, als geringfiigig, vernachlassigt werden kann, zumal 
ja bei der Spaltung des Tripeptids (vgl. oben) nur 1 Stunde erwarmt 
wurde. 

Daf bei der Spaltung ces Phenylisocyanat-d, l-leucyl-glycyl- 
d,l-leucins mit methylalkoholischer Salzsiure keine nennenswerte 
Hydrolyse des iibrigbleibenden Glycyl-d, l-leucins erfolgt war, zeigt 
folgender Versuch. 

15g Phenylisocyanatverbindung wurden, genau wie oben be- 
schrieben, mit methylalkoholischer Salzsiure behandelt. Statt der 
berechneten Menge von 0,77g wurden 0,76g 3-Phenyl-5-methyl- 
hydantoin isoliert. Im Filtrat wurde dann in je 2 ccm einmal der Gesamt- 
stickstoff nach Ajeldahl, einmal der Aminostickstoff nach Sdrensen 
bestimmt. 

2cem Fliissigkeit, nach Ajeldahl zersetzt, brauchten 5,73 cem 
n/10 H,SO,, entsprechend. 8,03 Gesamt-N. 

2cem Flissigkeit, nach Sdrensen titriert, brauchten 1,40 ccm 
n/10 NaOH, entsprechend 3,92 mg Amino-N. Es war also keine Spal- 
tung aufgetreten. 


Darstellung von d, l-Leucyl-glycyl-benzylamin. 


CH. CH,.CH. (NH,). CO—NH. CH, . CO—NH. CHy. Cy Hs. 


CH; 
CH, 


Wie ein Vorversuch ergab, ist es nicht nétig, zur Kondensation 
des Leucinesters mit Benzylamin, wie oben beschrieben, den freien 











406 Kk. Abderhalden u. H. Brockmann: 


Ester zu benutzen. Es laBt sich mit dem gleichen Erfolg auch da 
Esterhydrochlorid verwenden. Wir haben dann versucht, diese Method 
auch auf Dipeptide zu iibertragen und haben zu diesem Zwecke d., | 
Leucyl-glycin mit Methylalkohol und gasférmiger HCl verestert. Das 
Esterhydrochlorid, das durch mehrmaliges Abdampfen mit Methy|- 
alkohol von iiberschiissiger Salzsiure befreit worden war, wurd 
1 Stunde lang in iiberschiissigem Benzylamin auf 130° erhitzt. Dann 
wurde das iiberschiissige Benzylamin im Vakuum von 12mm Druck 
bei 100° méglichst weitgehend verdampft, worauf der Riickstand in 
wenig Wasser gelést und mit konzentrierter Kalilauge unter Kiihlung 
versetzt wurde. Nach mehrmaligem Ausithern wurde die mit Na, SO, 
getrocknete atherische Lésung eingedampft. Es verblieb ein dickes, 
gelbes Ol. Zur Entfernung von Benzylamin wurde zuniichst unter 
12mm Druck bei 100° destilliert. Die Reste von Benzylamin lieBen 
sich durch 6fteres Abdampfen mit Wasser entfernen. Es hinterblieb 
ein dickes, gelbes, wasserunlésliches 6], das in Ather aufgenommen 
wurde. Beim Vermischen der getrockneten atherischen Lésung mit 
Phenylisocyanat schieden sich Kristalle ab, die griindlich mit Petrol- 
iither ausgewaschen und dann mehrmals aus Alkohol + Wasser um- 
kristallisiert wurden. Dabei fiel die Substanz in feinen Niadelchen aus, 
die bei 187° (korrigiert) schmolzen. Die Ausbeute betrug etwa 55°” 
der Theorie. Die Analyse stimmte auf die Phenylisocyanatverbindung 
des d, 1-Leucyl-glycyl-benzylamins. 

3,715 mg Substanz entwickelten bei 19°, 753 mm, 0,455 ecm N, (Dumas). 
(Molekulargewicht 396,37.) 

Co2Hy,03N,. Ber.: N = 14,14%. 
Gef.: N = 14,19%. 
5,500 mg Substanz gaben 3,52 mg H,O und 13,380 mg CQ,. 
Ber.: C = 66,63%; H cf > ty 
Gef.: C = 66,37%; H = 7,16%. 

Nach einstiindigem Erwirmen mit methylalkoholischer Salzsaiure 
lieB sich 3-Phenyl-5-isobutyfhydantoin vom F.P. 126° (korrigiert) 
isolieren, was als weitere Bestatigung fiir die angenommene Struktur 
der Verbindung anzusehen ist. 


Darstellung von Glycyl-d, l-leucy!-benzylamin. 


Die Gewinnung dieser Verbindung erfolgte in genau derselben 


Weise, wie sie oben fiir das d, l-Leucyl-glycyl-benzylamin beschrieben 
ist. Die Phenylisocyanatverbindung schmolz nach mehrmaligem 
Umkristallisieren aus Alkohol + Wasser bei 170 bis 171° (korrigiert) 
und bestand aus kleinen, spieBigen Nadeln. Bei der Fraktionierung 
einer gréBeren Menge gewannen wir eine in viereckigen Blattchen 
kristallisierende Substanz vom F.P. 200° (korrigiert), die abweichende 
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Analysenwerte gab. Trotz stimmender Analysenwerte diirfte die iso- 
erte Phenylisocyanatverbindung nicht ganz einheitlich sein. 

5,170 mg Substanz gaben 3.355 mg H,O und 12,875 mg CO,. 5,485 mg 
Substanz entwickelten bei 23°, 749 mm, 0,687 com N, (Dumas). (Molekular- 
cewicht 396.27.) 

Cop Hy,0,N,. Ber.: N = 14.14%; C = 66,639; H = 7,12%. 

Gef.: N = 14,2390; C = 66,399; H = 7,26°, 
Abbau von Phenylisocyanat-qlycyl-d, l-leucyl-benzylamin mit 
meth ylalkoholischer Salzsdure. 

0,5 g Phenylisocyanat-glycyl-d,l-leucyl-benzylamin wurden zwei 
Stunden lang mit konzentrierter methylalkoholischer Salzsiure auf 
60 bis 65° erhitzt. Dann wurde im Vakuum verdampft, mehrmals mit 
Methylalkoho! abgedampft und durch Extrahieren des Riickstandes 
mit Wasser das entstandene Phenylhydantoin vom d, l-Leucyl-benzyl- 
aminhydrochlorid abgetrennt. Das als unléslicher, schmieriger Riick- 
stand hinterbleibende 3-Phenylhydantoin lieB sich nach mehrmaligem 
Umkristallisieren aus Wasser unter Zusatz von Tierkohle durch Schmelz- 
punkt und Mischschmelzpunkt identifizieren. Bei der Fraktionierung 
des Rohproduktes erhielten wir in geringer Menge eine in langen, 
glinzenden Nadeln kristallisierende Substanz, die nach Schmelzpunkt, 
Mischschmelzpunkt und Analyse 3-Phenyl-5-isobutylhydantoin war. 
Mit der Aufklarung dieses Befundes sind wir noch beschaftigt. Das 
Filtrat von 3-Phenylhydantoin wurde im Vakuum zur Trockene ver- 
dampft. Der Riickstand wurde mit wenig Wasser aufgenommen, 
mit konzentrierter Kalilauge versetzt und ausgeathert. Der beim Ver- 
dampfen der mit Na,SO, getrockneten atherischen Lésung_ hinter- 
bleibende élige Riickstand wurde mehrmals mit Wasser abgedampft, 
bis das Destillat nur noch ganz schwach alkalisch reagierte. Das iibrig- 
bleibende d,1-Leucyl-benzylamin wurde in die Phenylisocyanat- 
verbindung iibergefiihrt. Nach mehrmaligem Umkristallisieren lag 
der Schmelzpunkt bei 209 bis 210°, der Mischschmelzpunkt mit Phenyl- 
isocyanat-d, l-leucyl-benzylamin ebenfalls bei 209 bis 210°. 

Diese Methode wandten wir auch beim Abbau von 2g Phenyl- 
isocyanat-d, l-alanyl-glycyl-d, l-leucin an. Nachdem zuerst das Alanin 
als 3-Phenyl-5-methylhydantoin abgeschieden worden war, wurde das 
Filtrat vom Hydantoinniederschlag zur Trockene verdampft und der 
Riickstand mit Methylalkohol und Salzsiéure verestert. Durch ein- 
stiindiges Erhitzen mit tiberschiissigem Benzylamin wurde der Glycyl- 
d, l-leucinmethylester in Glycyl-d, l-leucyl-benzylamin verwandelt, das 
als Phenylisocyanatverbindung isoliert und dann in der beschriebenen 
Weise abgebaut wurde. Auch hier gelang es, das Glycin als 3-Pheny]l- 
hydantoin, das d,1-Leucin als Phenylisocyanat-d, l-leucyl-benzylamin 
nachzuweisen. 


Biochemische Zeitschrift Band 225. 97 
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Erhitzen von d, l-Leucyl-glycinanhydrid in Benzylamin. 


Beim Erhitzen von Glycyl-d, l-leucinmethylesterhydrochlorid — mit 
geringem UberschuB an Benzylamin aut 70 bis 80° beobachteten wir das 
Auftreten erheblicher Mengen von d, |-Leucyl-glycinanhydrid. Es bestand 
nun die Méglichkeit, daB auch bei Anwendung eines groBen Uberschusses 
an Benzylamin zuniichst etwas d, l-Leucyl-glycinanhydrid entsteht, das 
dann bei héherer Temperatur in Glycyl-d, l-leucyl-benzylamin und 4d, | 
Leucyl-glycyl-benzylamin aufgespalten werden kénnte. Wir erhitzten, 
um diese die Anwendbarkeit der geschilderten Methcde einschrinkend: 
Moglichkeit zu priifen, 0,70 g d, 1-Leucyl-glycinanhydrid eine Stunde lang 
in 10 g Benzylamin auf 130°. Nach Abdampfen des Benzylamins im Vakuum 
nahmen wir den Riickstand in Ather auf. Es blieben gliinzende Blittchen 
zuriick, die abfiltriert und getrocknet wurden. Sie wogen 0,69 g¢ und be- 
standen aus unverdndertem d, l-Leucyl-glycinanhydrid. Es findet also 
keine Aufspaltung statt. 

Zusammenfassung. 

Es wird iiber Versuche berichtet, die Konstitution von Polypeptiden 
dadurch aufzukliren, daB jene Bausteine, die eine freie Amino- bzw. 
Carboxylgruppe tragen, durch Verankerung mit bestimmten Gruppen 
gekennzeichnet werden. Die Carboxylgruppe wurde mit Benzylamin 
abgedeckt, und die Aminogruppe mittels Phenylisocyanat gebunden. 
Bei der Behandlung eines derartigen Polypeptidderivats mittels alkoholi- 
scher Salzsiure erhalt man das Hydantoin derjenigen Aminosaure, 
deren Aminogruppe besetzt ist (dieser Befund deckt sich mit der Beob- 
achtung von M. Bergmann, der bei der Hydrolyse von Phenylisocyanat- 
verbindungen von Polypeptiden mit verdiinnter Salzsiure das ent- 
sprechende Aminosaurehydantoin erhielt). Ubrig bleibt der Rest des 
Polypeptids. Dieser wird nach erfolgter Kupplung mit Benzylamin vor- 
sichtig vollstandig hydrolysiert, dann erhalt man jene Aminosiure, deren 
Carboxylgruppe besetzt ist als Benzylaminderivat, wahrend die iibrigen 
Polypeptidbausteine in freier Form in der Hydrolysenfliissigkeit vor- 
handen sind. Noch zweckmabBiger ist der stufenweise Abbau von Poly- 
peptiden, deren Aminogruppe mittels des Phenylisocyanats festgelegt ist. 
Es wird, wie oben erwahnt, mit alkoholischer Salzsiure hydrolysiert. 
Es verbleibt dann unter Abspaltung der verkuppelten Aminosiure 
in Gestalt ihres Hydantoins der Rest des Polypeptids ungespalten. 
Er wird wiederum mit Phenylisocyanat gekuppelt. Wieder erfolgt 
Hydrolyse mittels alkoholischer Salzsiure. Durch Wiederholung des 
ganzen Vorgangs laBt sich so von der einen Seite des Polypeptids aus, 
und zwar von derjenigen, die die freie Aminogruppe aufweist, ein 
Baustein nach dem anderen abspalten und so die Reihenfolge, in der 


die einzelnen im Polypeptid enthaltenen Aminosauren untereinander 
verkniipft sind, erkennen. 
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Uber die Kinetik der Sauerstoff- 


aufnahme und Kohlendioxyd-abgabe von Erbsenmehl. 


Von 
A. Fodor, L. Frankenthal und S. Kuk. 


(Aus dem Institut fiir Bio- und Kolloidchemie der Hebriiischen Universitat 


Jerusalem. ) 
(Eingegangen am 26. Juni 1930.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Vor einiger Zeit priiften A. Reifenberg und L. Frankenthal' in diesem 
Institut den EinfluB von Phosphaten bei verschiedenen py-Werten 
auf die Sauerstoffaufnahme und Kohlensiureabgabe von Erbsen- 
und Getreidesamen, wobei sie eine auffallende Férderung beider Er- 
scheinungen feststellen konnten. Diese Foérderung mufb mit Bezug 
auf den phosphatfreien Versuch der gleichen (H*)-lonenkonzentration 
verstanden werden, ferner ist hervorzuheben, daB in einem bestimmten 
pu-Intervall ein optimaler Verlauf beider Effekte in der Zeit beobachtet 
werden konnte. Das quantitative Ausmaf der Phosphat-wirkung bei 
der CO,-Entbindung tiberstieg dabei bei weitem jenes der O,-Aufnahme, 
so daB der Verdacht auftauchen konnte, dab die beiden Vorgange von- 
einander nur indirekt abhangig sind, soweit es namlich ihren kinetischen 
Verlauf betrifft. In der Tat hat sich diese Vermutung bestatigt, da, 
wie das auf Grund der Zahlen der beiden genannten Autoren ermittel- 
bare Zeitgesetz besagt, sowohl die CO,-Entbindung als auch die O,-Auf- 
nahme Zeitkurven besitzen, die mit Ausnahme des Hafers iiberall 
nahezu linear verlaufen, jedoch ihre eigenen Richtungskoeffizienten 
besitzen und voneinander divergieren. Diese Divergenz ist um so starker, 
je mehr die beiden Prozesse zum Ausdruck kommen, besonders gro 
bei der Saaterbse. 

In die Sprache unserer chemischen Kenntnisse des Zuckerabbaues, 
in dessen Zentrum heute, dank C. Neubergs Entdeckungen, Methyl- 
glyoxal und Brenztraubensdure gestellt werden miissen, iibertragen, 
will dies heiBen, daB der bei der Dehydrierung des Methylglyoxals 


i Diese Zeitschr. 220, 473, 1930. 
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entbundene Wasserstoff, der von bestimmten Akzeptoren tibernommen 
wird, seine eigene Oxydationskinetik besitzt, so wie die bei diese: 
Dehydrierung entstehende Brenztraubensaure ihre eigene und von jener 
Oxydation unabhingige Decarboxylierungskinetik. Letztere ist det 
GréBenordnung nach iiberragender, bedingt ferner, wie man von den 
Kurven ablesen kann, bei der Saaterbse eine etwas autokatalytisch 
aufstrebende Gestalt. Die Verschiedenheit der beiden Richtungs- 
koeffizienten verursacht ein stetiges Anwachsen des Quotienten CO,/Q,. 
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Abb. 1. Griine Saaterbse. 


Die Decarboxylierung der Brenztraubensdure schreitet somit immer 
weiter, indes die Verbrennung des Wasserstoffs zuriickbleibt (siehe 
Abb. 1 und 2*). 

Die erwaihnte Linearitét der CO,-Abgabe, ferner der O,-Aufnahme, 
bedeutet kinetisch, da®B diese Vorginge unter den gegebenen Be- 
dingungen, d.h. wie sie im Samenmehl, das, in Wasser oder in der 


* Die Kurven der Abb. | und 2 sind auf Grund der in dieser Mitteilung 
enthaltenen Versuche gezeichnet. 
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Phosphatpufferlésung verteilt, im Barcroft-Apparat zur Untersuchung 
kommt, herrschen, von der Konzentration des dehydrierten Materials 
unabhangig verlaufen, sei es, weil letzteres in einem groBen UberschuB 
vorhanden ist bzw. in einer konstanten Menge, die einem stationdren 
Gleichgewicht zugeschrieben werden kann, oder weil das_beteiligte 
Oxydasesystem unter Héchstbeanspruchung arbeitet. In diesem Falle 
wird, wenn wir dem Mehl Donatoren zufiigen, die vom Dehydrase- 
system dehydriert werden, die Menge des aufgenommenen Sauerstoffs 





0 ©6390 ~—«60 90 120 ~~ «150 M7. 780 
Abb. 2. Griine Zuckererbse. 


nicht verandert, da, wie gesagt, die Oxydase ihre Héchstleistung in 
der Zeit erreicht hat, bevor der fremde Donator zugesetzt wurde. Ubt 
namlich ein Fermentsystem seine Wirkung bei Substratkonzentrationen 
aus, die fiir jenes einen groBen UberschuB darstellen, so wird eine relativ 
kleine Vermehrung oder Verminderung des Substrats die umgesetzten 
Mengen nicht bzw. nur geringfiigig verindern. 

Die angesetzten Versuche (Tabelle 1) belehren uns dariiber, da® 
dies wirklich weitgehend zutrifft. Als Material verwandten wir das 
Mehl verschiedener Erbsensorten, deren Atmung in der Nahe der 
optimalen (H"), namlich bei py = 6 bis 6,5, untersucht wurde. Als 
fremder Donator wurde das fiir die Erbse so gut wie ausschlieBlich in 
Betracht kommende Formiat benutzt. 

Fiigen wir Kaliumformiat allein zum Mehl, so beobachten wir in 
den Versuchen, mit Ausnahme jenes, der mit der Saaterbse vor- 
genommen wurde, daB sich die O,-Aufnahme nur geringfiigig verandert, 
daB aber die CO,-Bildung bei gut keimenden griinen Erbsen und in 














S. Kuk: 


L. Frankenthal u. 


A. Fodor, 


412 


ret 











el 


S01 
or 
fer 


I 
iad 
4 


NOM 
HOA 

SnjuZ 

ug 


1Zjosio 
Hd 





HES 


YAouUlog 


9¢°T | €S0'O 6200 
EFI | FEOO b6FOU 
O9T S8t00 6200 
92% 9000 STO0 
09% L200 6900 
GFZ 1600 0220 
If% 990°0 6ST0 
3LS  LEVO | OOTO 
02¢ 910'O 6&0 
Goo FHOO FES 0 
9LT O80°O) THTO 
FOZ 0200 ZOU 
62° TOO FETO 
89g sEgdo'o 9ET'O 
CFF &g00 9ET0 
5 wa 9a 
*—) 
ZO) a0) FO 
OfH “ 1 
‘pAyapreiaoy * I 





‘OU MOOOH Ube 


‘THK FCO 





cet 9900 0800 
621 | LeO';O TIVU 
cFI L200 6800 
€L'T | 3100 1200 
00S 6200 F900 
PFT | L010 SLTO 
69T | 2800 6810 
16T 680°O FL0°0 
OL'T | Zg0'O. -FE0'0 
RF | FFO'O «66TO 
CZ% S8E0'0 S800 
Py Uldod UDO 
"Oo 

00 a) 200 


oy aa 
‘pAyaplejaoy we 
‘THK 3¢°0 





OG 
961 
6 I 
88°06 
SOT 
GE T 
9¢E T 
orl 
UZ I 
626 
99 T 
FS I 
LES 


FLG 


‘OU MOOOH t 


6E0°0 8f0'U 
9Z0°0 » €80'0 
Zc0'0  8Z0'0 
800°0  400°0 
cEev0 6S0°0 
6S00 82l00 
Ifu0 9900 
8Z0';O | OFOO 
OT0'O | LITO 
cco'o 2210 
€s0'0 Selo 
0200  LE0°0 
8E00 600 
FEg0'0 | €60'0 
€FO'O0 600 
Uo Ul 
a) 700 
on °* ¢ 





‘TWN 3 ¢'0 


00'T 
66H 0 
€6°0 
0u'T 
cc y 
61% 
LUZ 
T6T 
9F T 
clr 
I9T 
ect 


€c0'0 
RE0'U 
9Z0°0 
€T0°0 
9800 
1800 
190°0 
FF0'0 
060°0 
090°0 
180°0 
020°0 
TF0'0 
TEU'0 
€FO'0 


loo 


€S0'0 
cEeo0 
S600 
E100 
960°0 
LLYO 
cZT0 
€80'0 
620° 
860 
Tet o 
TEO'0 
160°0 
€80°0 
TOO 


Uldd 


O*H woo ¢g 
‘TON 360 


der 


OGI 
06 
09 
OF 
Ot 
OGT 
6 
O9 
O€ 
OGI 
6 
06 
06 
06 
06 


“Ul 


OZ 


a! 


© =o FF = a nN 
= —~ © 2 OG © 
am tm eo oe 


(F “A9dV) 


OSGlopVBVg sunAr) 
esq sala yonZ aqjer) 
(¢ “44V) 


OsqsazyVBg sundry 


asqayy eun.y 
asqiyy eunIS eLULIEyaN 


OSqIoIayONZ aqjar) 


asqany euniy 


a .I0Ostles ay 


t™ 





‘T 9°99, 





Sauerstoffaufnahme und Kohlendioxyd-abgabe von Erbsenmehl. 413 


Gegenwart von Phosphat etwa um die Halfte sinkt. Wie wir aus be- 
sonderen Versuchen tiber die Dehydrierung der Ameisensaure durch 
Erbsendehydrase, die nach der Methylenblaumethode von T'hunberg 
gemacht worden sind!, erfahren haben, iibernimmt das Formiat die 
fermentaktive Materie erst von den Eigendonatoren des Mehles. Ferner 
wissen wir, daB die Dehydrierung des Formiats langsamer verlauft 
als die der Eigendonatoren, so daB eine im Vergleich zu der Menge 


30. 60 390Min 720 0 = 30-—S—«<aSs*~<“i«‘ Mh 12000 


Abb. 3. Zu Versuch 7 der Tabelle [. Abb. 4. Zu Versuch 9 der Tabelle I 
Gestrichelte Kurve ohne, ausgezogene Gestrichelte Kurve ohne, ausgezogene 
Kurve mit Formiat und Aldehyd Kurve mit Formiat und Aldehyd. 


der letzteren staérkere Konzentration an Formiat sogar hemmend auf 
die Reduktion des Methylenblaus wirken kann. Wenn also in unserem 
Falle das Dehydrasesystem vom zugesetzten Formiat in Anspruch 


genommen wird, so wird dieses auf Kosten des Methylglyoxals (des 


vornehmsten Eigendonators) mit herabgesetzter Geschwindigkeit mit- 
dehydriert. Im allgemeinen hat dieser Umstand auf die O,-Aufnahme 
keinen EinfluB, weil die normale Dehydrierung an die beteiligten 
H,-Akzeptoren bereits so groBe Mengen von Wasserstoff liefert, dab 


1 4. Fodor u. L. Frankenthal, Fermenttforschung 11, 469, 1930. 
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das Oxydasesystem nicht nachzukommen vermag, wohl aber auf die 
CO,-Entwicklung, die infolge der zuriickgesetzten Bildung von Brenz- 
traubensaure eine EinbuBe erleidet, zumal das in Wasserstoff und 
Kohlendioxyd zerfallende Formiat, wie erwaihnt, langsamer arbeitet 
als der normale Donator. Dab im Falle der Saaterbse auch die O,-Auf- 
nahme vermindert ist, liegt offenbar daran, da in diesem auBer- 
ordentlich keimstarken Material die Oxydasen infolge ihrer groBen 
Aktivitét noch nicht unter Héchstleistung standen, so daB ein Ausfall 
an Wasserstoff in der Zeit doch empfunden wird. 

Keimschwaches Material oder Abwesenheit von Phosphat haben 
neben viel geringeren Werten der O,-Aufnahme bzw. CO,-Abgabe 
zur Folge, da} der EinfluB des Formiats auch auf den letzteren Vorgang 
von geringem Grade ist. Das fermentschwache Material stand somit 
hier unter Héchstleistung auch mit Bezug auf sein Carboxylasesystem, 
so daB sich ein Ausfall an Brenztraubensdure nicht bemerkbar macht. 

Setzt man mit dem Donator zusammen auch einen entsprechenden 
Wasserstoffakzeptor zu den Mehlen, in unserem Falle Acetaldehyd, 
so bemerkt man eine erhebliche Wirkung auf die CO,-Bildung. Diese 
iibersteigt fast regelmaBig die CO,-Bildung, die sich ohne Zusitze, 
also lediglich unter dem EinfluB der Eigendonatoren, ergibt. Der 
Acetaldehyd beschleunigt als Wasserstoffakzeptor die Dehydrierung 
der Ameisensdure, die dann um so rascher in H, + CO, zerlegt wird. 
Da der Aldehyd, allein zugesetzt, die CO,-Entbindung eher etwas ver- 
mindert, im Versuch mit dem besten Material, namlich in jenem mit 
der Saaterbse, nicht alteriert, so kann sein EinfluB in Gesellschaft 
des Formiats nicht etwa mit einer Wirkung auf die Eigendonatoren 
(unter denen das Methylglyoxal sicherlich die bedeutendste Rolle 
spielt) erklart werden. 

Auf der anderen Seite sehen wir, daB sich die O,-Aufnahme im 
Beisein des Acetaldehyds und des Formiats gegeniiber dem von Zu- 
sitzen freien Versuch nicht sehr stark verdindert, ferner, daf die vor- 
handenen schwachen Anderungen sowohl nach der positiven als auch 
nach der negativen Seite ausschlagen kénnen. Somit stehen sie unter 
dem EinfluB von geringfiigigen zufalligen Schwankungen, und man kann 
die O,-Aufnahme als kaum oder nur wenig beeinfluBt durch die Mehr- 
produktion von Wasserstoff bei der Dehydrierung des Formiats hinstellen. 

Zusammenfassend liBt sich also aussagen, daB die Ameisensdiure 
im aeroben Versuch in Wasserstoff und Kohlendioxyd zerfallt, von denen 


letzteres sich zur normalen Atmungs-C O, addiert, wogegen der Wasser- 
stoff an Akzeptoren tritt, wie in unserem Falle an den Acetaldehyd, 
der auch bei der normalen Atmung, d.h. bei jener ohne Zusiatze, als 
der vorherrschende Akzeptor auftreten wird. Die Sauerstoffaufnahme 
erscheint im Gegensatz zur CO,-Entwicklung nicht vermehrt, da die 








orl 
Ve 
nie 
kle 
die 
als 
gel 
Ve 
ur 
SOV 
let: 
Be’ 
kor 
du 
erl 


wel 


nic 
vol 
Gai 
deh 
dec 
bei 
ent 
sau 
spr 
lier 
koe 
Ko! 
Err 
den 


8O | 








ng 
rd. 
er- 
nit 
aft 
‘en 
lle 


im 
Zu- 

or- 

ich 
ter 
inn 
hr- 
len. 
ure 
nen 
ser- 
vd, 

als 
ime 

die 








Sauerstoffaufnahme und Kohlendioxyd-abgabe von Erbsenmehl. 415 


beteiligte Oxydase schon vorher ihre Héchstleistung geaiubert hatte, 
was aus dem linearen Zeitgesetz der O,-Aufnahme direkt zu ent- 
nehmen, ist. 

Héchst bemerkenswert ist das Ergebnis des Versuchs 9, in dem 
griine Saaterbse in Anwesenheit von KCN untersucht wurde. Im 
Vergleich zum Parallelversuch 7, ohne KCN, sind hier alle Werte 
niedriger, jedoch auch der Quotient CO,/O, stellt sich durchgehends 
kleiner, was so viel besagt, daB die O,-Aufnahme relativ gestiegen ist, 
die CO,-Abgabe dagegen relativ gesunken. Ohne besondere Zusiitze 
als Phosphat zeigt der KCN-Versuch, daB der Respirationsquotient 
geradezu die Einheit betragt (kleine Abweichungen sind offenbar durch 
Versuchsfehler bedingt). Diese experimentellen Beobachtungen zwingen 
uns die SchluBfolgerung auf, daB das Cyankalium zwar beide Vorgiinge, 
sowohl den oxydativen, als auch die Decarboxylierung, hemmt, die 
letztere hingegen starker als die Oxydation, also im Gegensatz zu den 
Befunden von O. Warburg mit tierischem Gewebe. An Tabakblattern 
konnten wir uns bereits vor langerer Zeit! iiberzeugen, daB beide GréBen 
durch die Hinzufiigung von KCN eine Herabsetzung erfahren, jedoch 
erlitt dort der Quotient selbst keine Veranderung, da er schon normaler- 
weise nahezu 1 betrug. 

Die Deutung der absoluten Verainderungen beider Vorginge ist 
nicht so schwer, wie die der relativen, gegenseitigen. Gehen wir wieder 
von unserer der Theorie des Zuckerabbaues bei der alkoholischen 
Géirung entnommenen Voraussetzung aus, da das Methylglyoxal 
dehydriert, wahrend die hierdurch entstandene Brenztraubensiure 
decarboxyliert wird, fiigen wir ferner unser Postulat hinzu, wonach 
beide Vorginge, d.h. die Verbrennung des durch die Dehydrierung 
entbundenen Wasserstoffs und die Decarboxylierung der Brenztrauben- 
siure voneinander unabhdngig vollzogen werden. Da, wie die ent- 
sprechenden Kurven zeigen, der Richtungskoeffizient der Déecarboxy- 
lierung jene der Oxydation iibersteigt, werden die Respirations- 
koeffizienten stetig wachsen miissen. Man verfolge daraufhin die erste 
Kolumne des Versuchs 7, desgleichen die Kurventafel in Abb. 1 und 2. 
Erreicht der Quotient den Wert gleich 2, so entspricht dies gerade 
den Gleichungen: 


CH,.CO.C(OH), —» H, + CH,.CO0.COOH; 
H 
CH,.C0.COOH CH,.COH + €CO,; H, + 0 = H,0, 


so daB also auf die Entbindung von | Mol. CO, die Aufnahme von 
1 Atom O entfallt. Selbstverstandlich liegt dieser Fall nur in Form eines 


1 A. Fodor u. A. Reifenberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 162, 1, 1/26. 
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Durchgangsstadiums vor, da sich der Respirationsquotient aus besagten 
Griinden stetig vergréBert. (In dem Versuch bei Anwesenheit von 
Formiat und Acetaldehyd ist der Respirationsquotient gerade in der 
ersten Zeitphase am gr6Bten, da dieser die intensivste Zerlegung der 
Ameisensaure in CO, + H, entspricht.) 

Der Respirationsquotient gleich 1 im KCN-Versuch kénnte bei 
Beibehaltung dieses Reaktionsverlaufs nur unter der Annahme erklarbar 
sein, daB noch ein zweites Molekiil Wasserstoff durch Dehydrierung 
eines zweiten Stoffes neben Methylglyoxal frei wird, wahrend 1 Mol. 
Brenztraubensaure der Decarboxylierung anheimfallt, ferner dal 
dieses Verhaltnis in diesem Falle kein Durchgangsstadium, sondern 
einen stationéren Zustand darstellt. Eine Annahme dieser Art stéBt 
auf Schwierigkeiten, da wir uns in besonderen, nach der Methode von 
Thunberg angesetzten anaeroben Versuchen iiberzeugt haben, das weder 
die Selbstdehydrierung, noch die Dehydrierung zugesetzten Kalium- 
formiats unter den gleichen Bedingungen (py = 6) eine Verz6gerung in 
Gegenwart von KCN erfahrt (Tabelle IT). Mithin bleibt nur die Annahme 


Tabelle II. 


4g Erbsenmehl (Saaterbse) mit 20 ccm Phosphatgemisch extrahiert. 
Zu je 1 cem des Extraktes + 0,3 cem Methylenblau (0,02°(,) wurden in 
Thunberg-Rohren folgende Zusitze gegeben (Volumenausgleich mit H,O): 





H,0 0,05 cem 1/; mol. HCOOK 
Zusatz 0,5 eem 05 ccm , 
H,0 Hefekochsaft H20 Hefekochsaft 
Entfairbungszeiten : Min. Min. Min. Min. 
OR atte: ais 113), 281), 115/, 203), 
0,7cem HCN1%.. 11°), 23 101), 211), 


iibrig, daB sich neben der absoluten Verainderung der beiderseitigen 
Werte die gegenseitige sich in der Weise einstellt, daB zeitlich auf die 
Entbindung von 1 Mol. CO, durch Decarboxylierung immer wieder 
die Verbrennung eines aus der Dehydrierung des Methylglyoxals hervor- 
gegangenen Wasserstoffmolekiils unter Vermittlung von H,-Akzeptoren 
fallt. Ob diese zeitliche Regel dem Zufall zugeschrieben werden muB, 
oder aber anderen, begriindeten Umstanden, entzieht sich momentan 


unserer Beurteilung, die stets wieder auf die Frage Bezug zu nehmen 
haben wird, weshalb die Decarboxylierung im Beisein von KCN auch 
in relativer Hinsicht hinter jener im normalen Falle (ohne KCN) zuriick- 
bleibt. Weitere Untersuchungen iiber diesen Gegenstand sind im Gange. 
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Uber das Dehydrierungsvermégen von Getreidesamen 
in Anwesenheit von Pflanzensiuren und Purinsubstanzen 
als Wasserstoffdonatoren. 


Von 
A. Fodor und L. Frankenthal. 


(Aus dem Institut fiir Bio- und Kolloidchemie der Hebriiischen Universitat 
Jerusalem. ) 


Eingegangen am 26. Juni 1930. 
gegang 


An einer anderen Stelle! teilten wir kiirzlich unsere Beobachtungen 
bei der Dehydrasewirkung in Erbsensamen mit. Aus diesen ]iBt sich 
nach einem daselbst beschriebenen Verfahren (Extraktion des Samen- 
pulvers mit Wasser, Fallung des Zentrifugats mit Aceton und Extraktion 
des gewaschenen und getrockneten Acetonniederschlages mit Kali- 
phosphatlésung geeigneter Aziditat) ein in bezug auf Dehydrasewirkung 
recht aktives Praparat darstellen, das nach der Thunbergschen Methode 
untersucht, zunachst eine Selbstdehydrierung aufweist, die von Eigen- 
donatoren des Praparats herriihrt. Diese werden jedoch durch eine 
mehrtiagige Dialyse des Auszuges entfernt, unter weitgehender In- 
aktivierung der Lésung. Eine Reaktivierung wurde auf zwei Wegen 
erreicht: Erstens mit Hilfe eines aus dem Erbsenmehl selbst dar- 
gestellten Kochsaftes und zweitens durch Hefekochsaft. Nach unseren 
Befunden zu urteilen, sind jedoch die beiden Reaktivierungsmethoden 
ihrem Wesen nach unterschiedlich. Indes nimlich der Kochsaft aus 
Erbsen durch die in ihm enthaltenen Eigendonatoren reaktiviert wird, 
sind Donatoren zwar auch in den Hefekochsaften enthalten, geniigen 
aber nicht unbedingt in jedem Falle, um eine bedeutende Dehydrase- 
wirkung der durch Dialyse inaktivierten Safte wieder herzustellen. Hier 
mu man fremde Donatoren hinzufiigen, von denen sich am _ wirk- 
samsten das Kaliumformiat erwiesen hat. 

Was nun diesen Donator par excellence fiir die Erbsendehydrase 
betrifft, so lieB sich aus unseren Versuchen feststellen, dab er mit dem 


1 Fermentforschung 11, 469, 1930. 
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tatigen Ferment, d.h. den Tragern der ,,aktiven Materie“, die bei der 
Dialyse zuriickgehalten werden, nicht in direkter Weise in Beziehung 
tritt, daB vielmehr zunachst die Eigendonatoren des Erbsenpraparats 
baw. (nach dessen Inaktivierung) des Erbsenkochsaftes dehydriert 
werden, die sodann die aktive Materie an das Formiat abliefern. Damit 
also eine wahrnehmbare Beschleunigung der Dehydrierung durch 
Formiatzusatz erzielt werden kénne, mu zunachst einmal eine geniigend 
groBbe Menge an mit aktiver Materie beladenen Tragern anwesend sein und 
ferner eine ausreichende Quantitat von Eigendonatoren. Treffen diese 
beiden Vorbedingungen nicht zu, so wirkt Formiat unmittelbar hemmend, 
da es die spairliche Menge von aktiver Materie bindet. In Abwesenheit 
von Donatoren (dialysierte Safte) wirkt das Formiat iiberhaupt nicht 
ein, d.h. es tritt keinerlei Dehydrierung in Erscheinung. 

Bei Reaktivierungsversuchen mit Hilfe von Hefekochsaften wurde 
dagegen die Wahrnehmung gemacht, daB man gewisse Hefesorten, 
insbesondere getrocknete Backerhefe, durch Auswaschen von Donatoren 
volistandig befreien kann, nicht aber vom reaktivierenden Prinzip, 
das beim Hinzufiigen von Formiat und in Gegenwart des durch Dialyse 
vollstandig inaktivierten Fermentauszuges zur Wirksamkeit kommt 
und die Dehydrierung der Ameisensiure hervorruft. Durch Dialyse 
vollig ausgewaschener Fermentauszug wieder kann durch Formiat 
allein, ohne Hinzufiigung von Erbsen- oder Hefekochsaft, keine 
teduktionswirkung auf Methylenblau ausiiben. 

Ein weiterer Unterschied zwischen beiden reaktivierenden Agenzien 
besteht in ihrer unterschiedlichen Reaktivitaét mit Kaolin. Dieses Ad- 
sorbens entzieht nimlich das Erbsenagens seinen Lésungen, nicht aber 
das reaktivierende Agens der Hefe. So gab ein nicht mit Kaolin be- 
handelter Erbsenkochsaft eine Selbstdehydrierung nach 179 Minuten 
und nach Hinzufiigung vgn Formiat eine Hydrierung nach 147 Minuten: 
nach der ‘Kaolinreinigung betrugen die entsprechenden Ziffern: 
213 bzw. 166 Minuten. Nicht gereinigter Hefekochsaft: Selbst- 
dehydrierung nach 135 Minuten, Hydrierung in Gegenwart von Formiat 
nach 78 Minuten; nach der Kaolinreinigung: 135 bzw. 71 Minuten. 
Der Unterschied in der Wirkung des Kaolins ist also recht erheblich. 

In den Versuchen, die den Gegenstand der vorliegenden Mitteilung 
darstellen, wurde die dehydrierende Wirkung von drei Getreidesamen- 
arten, Weizen, Gerste und Hafer!, untersucht. Es zeigte sich, dab 
Ausziige des Mehles, mégen sie mit Wasser allein oder aber mit Phosphat- 
mischungen verschiedener (H~*) dargestellt worden sein, sich in Ab- 
wesenheit von Hefekochsaft gegeniiber den verschiedenen angewandten 
Donatoren inaktiv verhalten, und daB auch keine Selbstdehydrierung 


1 Palistinensische Sorten. 
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wahrzunehmen ist. Erst auf Zugabe von Hefekochsaft! tritt eine Selbst- 
dehydrierung und auch Dehydrierung geeigneter zugesetzter Dona- 
toren auf. 

Ferner wurde auch die aktivierende Wirkung von Erbsenkochsaft 
untersucht. Wie die Tabelle IV aussagt, wirkt letzterer in kleinen 
Mengen beim Weizen und Hafer iiberhaupt nicht aktivierend, in 
schwachem MaBe bei der Gerste. Erst in gréBeren Konzentrationen 
]aBt sich eine deutliche Wirkung, insbesondere beim Weizen und bei 
der Gerste erkennen, indes sie beim Hafer auch unter diesen Verhilt- 
nissen nicht sehr hervortritt. Beim Weizen 14Bt sich der Zusatz von 
Erbsenkochsaft insbesondere am Auftreten der starken Selbst- 
dehydrierung erkennen, wahrend der zugesetzte Donator Kaliummalat, 
das in Gegenwart von Hefekochsaft die Dehydrierung auffallend be- 
schleunigt, hier direkt hemmend wirkt. Wir erblicken in dieser Er- 
scheinung das von den Versuchen mit Erbsendehydrase her bekannte 
charakteristische Verhalten des Erbsenauszuges, der in erster Reihe 
durch den Gehalt an seinen Eigendonatoren aktivierend wirkt. Erst 
aus zweiter Hand“, d.h. nach erfolgter Dehydrierung der Eigen- 
donatoren, erhalten die zugesetzten Donatoren aktive Materie zu ihrer 
Dehydrierung. Eine Hemmung durch Donatorenzusatz tritt regel- 
maBig dann auf, wenn, wie bereits oben erwahnt wurde, das dreifache 
Verhaltnis latente Fermentaktivitat : Menge der Eigendonatoren : Menge 
der zugesetzten Donatoren nicht das giinstige ist. So bedingt eine 
schwache Fermentleistung neben erheblichen Mengen an Eigendonatoren 
stets, da zugesetzter Donator einen hemmenden EinfluB ausiibt. 
Es zeigt sich also auch bei den Getreidesamen, wie bei der Erbse, ein 
unterschiedlicher EinfluB der beiden Kochsiafte, indem die Menge 
des Erbsenkochsaftes, die tiberhaupt Selbstdehydrierung hervorbringt, 
auf Zusatz des mit Bezug auf die Hefeaktivierung vorteilhaftesten 
Donators eine Hemmung ergibt. Es ist durchaus im Rahmen der Még- 
lichkeit gelegen und soll den Gegenstand weiterer Untersuchungen 
bilden, daB die bevorzugten Donatoren in Gegenwart des Erbsenkoch- 
saftes andere sind, als die, die in Anwesenheit von Hefekochsaft eine 
Beschleunigung iiber die Selbstdehydrierung hinaus hervorrufen. 

Unsere iibrigen Versuche wurden in den drei Tabellen Ia bis e¢, 
IIa bis ec und IIT zusammengestellt. Die Tabelle I zeigt den Einflu8 
des Hefekochsaftes auf die ohne letzteren keine Dehydrierung auf- 
weisenden Getreidesamen. Weder eine Selbstdehydrierung von Eigen- 
donatoren, wie dies bei der Erbse vorlag, ist bemerkbar, noch eine 
soleche auf Zugabe von verschiedenen organischen Kalisalzen, ferner 

1 N. Neuenschwander (diese Zeitschr. 199, 445, 1928) verwandte zur 


Aktivierung von Getreidesamen ebenfalls Hefekochsaft; als Donator wurde 
hier Zymophosphat gebraucht. 
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eines Puringemisches aus Fleischextrakt. Dagegen tritt die Dehydrierung 
auf, wenn man Hefekochsaft in den angegebenen Mengen verwendet. 
Wie man sieht, werden bestimmte Substanzen gegen andere bevorzugt, 
daran erkennbar, da®s sie die bereits mit Wasser eintretende De- 
hydrierung besonders stark beschleunigen, indes jene h umen. So 
férdern beim Weizen Formiat, Malat und Purine; bei der Gerste tritt 
mit Wasser allein (in Gegenwart des Kochsaftes natiirlich) keine Selbst- 
dehydrierung auf, wohl aber Dehydrierung auf Zusatz von Citrat, 
Pyruvinat, Malat, Purinen und insbesondere von Oxalat. Beim Hafer 


Tabelle Ia’. 





lecm Weizenextrakt 
+ 0,20 cem Methylenblau 0,02 °/9 
0.15 cem H,O 





Zusatz 
010 cem H,0 0,10 cem K.S 
Min. Min. ist 
ee 71 _ 
008. Imol. E-Pormint..... _ 58 
0,05 = By a ee — 120 wa 
URS Oe ee : 112 
O26, 1, EePyravinat. .... - 140 = 
ee a 0 ere - 55 Hi 
Goes. & « Bees «oe ss — 96 Do 
Ore «. 3 » Mmoeerwm 2. ww es —- 91 
Cfo . 2 » wmrwemeet...:.- - 115 An 
0,05 , Puringemisch ....... _- 62 un 
Tabelle Ib. aut 
hy 
1 cem Gerstenextrakt 
+ 0,20 cem Methylenblau 0,02 °/9 vol 
Zusatz the cnc. se die 
0.10 cem H,0 0,10 cem K.S. 
Min. Min. ’ 
Zui 
7 Ka 
0,0500m H,O.....-.--s = 
0.05 ., 1mol. K-Formiat be. - -- 
| a eS eer — 130 
005 , 1 , K-Lactat. eh ls : - 
005 . 1, UB-Pyravmat .... — 180!/, 
| ea ee Sl ee ~~ 123}/, 
ee 2 a Sc oe ebay, — 78 
Gre. 1, Berepmmt .....- — — 
oon . 2. mae. we — — 
OOO. _< Pereemnwes « 2... — 159 


1 Zu den Versuchen wurde stets 1 g der pulverivierten Samen mit 
5 com Wasser zwecks Extraktion verrieben. Bei Verwendung von Phosphat- 
puffern wurden auf je 1,35cem des Gemisches (Extrakt + 0,05ccm Donator 
1/,-molar (bzw. H,O) + 0,20cem Methylenblaulésung) 0,15cem m/2 Phospkat- 
mischung zugefiigt. Das Gesamtvolumen betrug somit 1,50 cem. Alle 
Messungen wurden in evakuierten Thunberg-Rohren vorgenommen (Wasser- 
badtemperatur 37°). 
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Tabelle Ic. 





1 eem Haferextrakt 
+ 0,20 com Methylenblau 0,02 ¢ 
. + 0.15 ee H.O 
Zusatz Oy 
010 cem H,O 0,10 cem K 
Min Min 


0,95 cem Hy O oo ae > 360 
0,05 , K-Formiat pinata se ~~ 360 
0,05 , ee > 360 
0.05 . K-Lactat se? dots > 360 
0,05 , » K-Pyruvinat .... 337 
0,05 » moment ww cae 300 
0,05 ~ rn . os 6 eax 317 
0,05 « MPU ng oe ss - 860 
0,05 , »  K-Suececinat . .. ; > 360 
0,05 Puringemisch ....... > 360 


ist Selbstdehydrierung zu verzeichnen; Férderung der Hydrierung 


wird durch Pyruvinat, Oxalat und insbesondere durch Malat erreicht. 
Zum Vergleich mégen die Verhaltnisse bei Erbsensamen in Gegen- 
wart von Kaliphosphat py = 6 herangezogen werden. Diese (H~) 
erwies sich néimlich bei Erbsen als die optimale fiir die Dehydrierung. 
Hier itiben bei nicht zu starken Aktivitaten, bei denen alle fremde 
Donatoren hemmend auf die Selbstdehydrierung wirken, ferner bei 
Anwendung undialysierter Ausziige des Praparats (s. oben), Formiat 
und etwas weniger intensiv — Lactat einen férdernden EinfluB 
aus. In Gegenwart von Hefekochsaft dagegen, der an sich die De- 
hydrierung der Eigendonatoren ein wenig beschleunigt, wirken Zusitze 
von Formiat und Malat besonders stark. Die folgende Tabelle gibt iiber 
die Verhaltnisse Rechenschaft. 
a) 1g Trockenpraparat! + 25cem Kaliphosphatmischung, py 
Zur Verwendung gelangte die gesimte Suspension. Die Reinigung 
Kaolin fiel in diesem Versuch fort. 
a) Mit l1eem Suspension und 0,5 ccm Methylenblau: 
0,00 (Selbstdehydrierung) . . . . . . . 12 Minuten 
O06 m M-Pormme. . ste ee el XI 
oo ar 
og So ene 
0:06 wm Etyraventt..«.. 66s s M 
og ea re: 
b) 0,5cem Suspension und 0,5 cem Methylenblau: 
0,00 cem - -.-.. . . 52,5 Minuten 
Formiat 4 a ok gh a ee 
Oxalat Je 6,05 ccm 67 
Tartrat /+-molare 59 
Pyruvinat Lésung 2 Saeriiae- 96 
Lactat Trees. 


,42 
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c) 0,5cem Suspension mit 0,3ccem Methylenblau: 








0,00 cem 15,5 Minuten 
Formiat 14 5 2 
Oxalat Je 0,05 ecm 37 Ze 
Tartrat ( /ymouare 215 2 [Ea 
Pyruvinat 30 és 3 
Lactat 17,5 

d) 0,5cem Suspension und 0,1 ccm Methylenblau: 
0,00 cem 7 Minuten 
Formiat 7 ” q 
Oxalat 2 Saw ll Z°¢ 
Tartrat { /rmolare 10 p 
Pyruvinat 12 e 
Lactat 12,25 


b) Wirkung 


von Hefekochsaft 


in 





Gegenwart von 


gewonnener Auszug (0,5 ccm Methylenblau): 


Auszug allein 


mit 


lcem Hefekochsaft. 


50,5 Minuten 


nichtdialysiertem 


Auszug: 1 ccm aus | g Priiparat und 25 cem m/10 Phosphatgemisch, py = 6, 












43 a 
je 0,05 cem 1/,;-molare Lésungen der 
Kalisalze von Ameisensiture. . . . . 25 ; 
Citronensaure 40 "7 
Milchsaéure 44 
Brenztraubensaure . 46 ea 
Weinsaure 42 
Oxalsaure . 47.5 ag 
Apfelsiure 29 a 
Bernsteimehore. . ...<««+s+. 4 


Die Versuche mit Getreidesaman belehren uns dariiber, daf mit 
Ausnahme der Gerste, bei der das Oxalat am kraftigsten wirkt, das 
Malat die bevorzugte Stellung besitzt, die bei der Erbse dem Formiat 
zukommt. 

In der Tabelle Ila bis ¢ sind Versuche zur Beurteilung des py-Ein- 
flusses einerseits auf die Selbstdehydrierung und andererseits auf den 
Effekt vom Hefekochsaft, ferner von zugesetzten Substanzen, und zwar 
stets von den durch das betreffende Samenmaterial bevorzugten, ent- 
halten. Es zeigt sich, dab der Kochsaft fiir sich bereits eine Dehydrierung 
hervorruft, die besonders zwischen py = 8 bis 8,5 optimal ist, dal 
ferner die Dehydrierung durch Malat besonders stark beim Weizen- 
extrakt, aber auch beim Hafer, Oxalat wieder bei der Gerste in Gegen- 
wart des Kochsaftes, geférdert wird. Mit Ausnahme ganz hoher Alkali- 
titen, wie etwa 8,5, liBt sich ohne die Anwesenheit des Kochsattes 
iiberhaupt keine Entfirbung von Methylenblau beobachten. 





> 


‘nblau 0,0 


~cem Methy 


4 


lecm Weizenextrakt 





Dy cw 8,50 


8.05 


Du 


05 


Mu = 6.50 Mu = 7. 
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Wie aus dem Inhalt der Tabelle III ersichtlich ist, wirkt das als 
tegulator angewandte Phosphat auf die Dehydrierung, wie sie die Kor. 
trolle ohne Phosphatmischung zeigt, im allgemeinen stark hemmend 
Beim Weizen weicht diese Hemmung erst Alkalitaten oberhalb 
pu 8; dies bezieht sich hier sowohl auf die Befunde ohne Zusatze 
als auch auf jene in Gegenwart von Malat und Purinbasen. Bei Gerste 
und Hafer lieB sich die Hemmung des Phosphats lediglich in Anwesenheit 
von Oxalat bzw. Malat direkt priifen, da der Wasserversuch ohne diese 
Zusitze keine positive Dehydrierung ergab. Hier sieht man in den Ver- 
suchen bei Anwesenheit der Zusatze, dab Phosphathemmung im Gegen- 
satz zum Weizen nicht besteht, da Phosphatmischungen vom py 


Tabelle III'. 








leem Extrakt + 0,1 cem K.S. + 0,20 cem Methylenblau 0,02 °/>9 


Zusiitze H,O Pu PH PH PH PH PH | p~8,50 
- = 3.9 5.17 =6.05 =6,50 7.05 = 8.05 
Min. Min. Min. Min. Min. Min. Min. Min. 

Ohne Zusatz. . . | 53 - 240 | 134 911/,| 93 733/,| 581/,| 531/, 
0,05 cem 1 mol. | = 
K-Malat ... || 50%/, 173 146 116 79 77 57 45 > 
0,05 cem Purin- |? 

gemisch ... | 66 - 240 131 122 821/,| 95 71 66 

Ohne Zusatz. . . — — —  145'/,|101'/,| 80 541/, 41 |: 
| 0,05 ceem 1 mol. Zz 
) K-Oxalat . . . | 86 — |2981/, 1271,| 69 | 52 35 | 34 Ie 
Ohne Zusatz. . . — — — ~~» 800) 248 162 145 123 | = 
0,05 eem 1 mol. =| 
K-Malat . . . 300 — | — 800/191 [118'/,| 58 | 48 {JF 


Tabelle IV. 
Je 1 ccm Samenextrakt wurde mit 0,2 cem Methylenblau 0,02°, in Thunbera- 
Roéhren angesetzt, unter Hinzufiigung folgender Zusatze (Volumenausgleich 
mit H,Q): 








Weizen Gerste Hafer 
Zusatz ae om ohne oe dais a 
Donator K-Malat Donator K-Oxalat Donator K-Malat 
0 20 Y Sia . 
: ,1 eem vebr al —s 
Erbsenkoch- — — mit alias _— — 
saft K-Oxalat 
0,5 ccm is in weniger oe 
MP amhes on =——e in vielen in vielen 
Erbsenkoch- 65 Min. 931/, Min. als ohne _ . 
Stunden Stunden 
saft Donator 


1 Die ganze py-Serie wurde bei der gleichen Samenart stets mit einem 
und demselben Extrakt angesetzt. 
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des Wassers, also etwa von 6,5 bis 7, gegeniiber dem Wasserversuch 
nicht hemmen, im Gegenteil, die Dehydrierung vergr6éBern. 

Bei der Erbse lieB sich eine Hemmung durch Phosphate nicht fest- 
stellen, lediglich die deutliche Férderung der Dehydrierung im Bereich 
von px 6 bis 8. Formiat wirkt in Gegenwart von Phosphaten haupt- 
sichlich bei py = 6 stimulierend ein. Demgegeniiber 14Bt es sich bei 
den Getreidesamen feststellen, dab Malat auf die Selbstdehydrierung 
von Weizenextrakt in Anwesenheit von Kochsaft erst bei py etwa 8,5 
deutlich férdernd wirkt; daB bei der Gerste und beim Hafer dagegen 
diese Grenze bereits bei py = 6 bzw. 6,5 gelegen ist. Der Weizen macht 
somit sowohl mit Riicksicht auf die anderen Getreidesamen, als auch 
auf die Erbse, eine Ausnahme. 

Hier folgt eine Tabelle zur Illustrierung der Verhiltnisse bei 
Erbsensamen. 

1 g Praparat! wurde mit 25 ccm Wasser ausgezogen und sodann durch 
zweitigige Dialyse (nicht erschépfend) inaktiviert. 

Je 25cem des so gewonnenen Auszuges wurden mit 5 cem Phosphat- 
mischung versetzt. 


(Volumenausgleich wie immer.) 


a) 0,5cem <Auszug (ohne Phosphatzusatz) z 
-0,3cem Methylenblau. ... . . . 88,5 Minuten | a= 
mit 0,05cem 1),;-mol, HCOOK. . . . . 57,5 ‘a €e¢ 
i, |) DOR. oh is ce os 2 RD i |: a 
» HCOOK + Kochsaft ....... 44 = N 
b) 0,6 cem Auszug (mit 0,1 cem Phosphat- - 
gemisch py 6) + 0,3 cem Methylen- € 
| Ct ae fF 3 = 
mit 0,05cem 4),;-mol, HCOOK. ... . 61 oS om 
,». leem Kochsaft naw oes i = 
» HCOOK + Kochsaft ...... . 29 Bac 
c) 0,6cem Auszug (mit 0,1 cem Phosphat- ie 
gemisch py 7) + €,3 cem Methylen- - 
SS Bree ae eae Fl Ge 
mit 0,05cem 1/;-mol. HCOOK. .. . . 65 - Sm 
.) SOE. ge ik oes a tw os C 
» HMCOOK + Kocheslt .......33 Pint ae 
d) 0,6 cem Auszug (mit 0,1 ecem Phosphat- - 
gemisch py = 8) + 0,3 ccm Methylen- e 
Ee a ee ee $l 
mit 0,05cem 1,;,mol, HCOOK. .. . . 58 - S a 
he lf” i a ie = 
» HCOOK + Kochsaft ...... . 29 ne 
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Vergleichende Studien iiber die Abspaltbarkeit von Benzoyl- 

bzw. Halogenbenzoylgruppen, die in verschiedener Bindung 

mit aromatischen und aliphatischen Verbindungen (Tyrosin, 

tyrosinhaltigen Polypeptiden, Colamin, Serin, Glycinanhydrid) 
verkniipft sind. 


Von 
Emil Abderhalden und Hans Brockmann. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. d. 8.) 
(Eingegangen am 27. Juni 1930.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Eine Frage von grundsatzlicher Bedeutung ist die, welche Funk- 
tionen im EiweiB OH-Gruppen erfiillen. Es ist wiederholt die Méglichkeit 
erwogen worden, daB im Eiweifbmolekiil esterartige Bindungen vor- 
handen sind. Es ist jedoch nicht gegliickt, ihre Gegenwart zu beweisen. 
Nach allen bisher vorliegenden Erfahrungen scheint es, daB die be- 
stimmten Eiweibbausteinen zugehérigen Hydroxylgruppen im Eiweif 
im freien Zustand zugegen sind, wenigstens ist das fiir das Tyrosin 
festgestellt. Es konnte beim Seidenfibroin gezeigt werden', daB in es 
eingefiihrte Benzoyl- bzw. Halogenbenzoylgruppen gegeniiber ver- 
diinntem Alkali ein verschiedenes Verhalten zeigen. Ein kleiner Teil 
davon |aBt sich aus seiner Bindung viel schwerer abspalten als der tibrige 
an Menge gréBere Anteil. Der schwer abspaltbare Anteil der eingefiihrten 
Reste ist ohne Zweifel an im Seidenfibroin (das gleiche gilt auch vom 
Casein und Ovalbumin und wahrscheinlich allgemein fiir simtliche 
Proteine) vorhandene N H,-Gruppen angelagert?. Der lockerer sitzende 
Anteil der erwaihnten Gruppen ist an Hydroxylgruppen angelagert. 
Im Seidenfibroin sind bisher nur zwei Oxyaminosaduren aufgefunden, 
nimlich T'yrosin und Serin. Es stehen die Mengen an locker gebundenem 
Benzoyl- bzw. Halogenbenzoyl in guter Ubereinstimmung mit den 
Werten, die fiir den Gehalt des genannten EiweiBkérpers an den ge- 
nannten Aminosduren festgestellt worden sind. Dazu kommt, dal} 


1 Emil Abderhalden u. Hans Brockmann, diese Zeitschr. 211, 395, 1929. 
2 Vgl. hierzu auch St. Goldschmidt u. Schoen, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 165, 279, 1927. 
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nach der Kupplung von Seidenfibroin mit Benzoylchlorid baw. Halogen- 
benzoylchlorid die Millonsche Reaktion vollstaindig aufgehoben wird. 
Sie tritt wieder in Erscheinung, sobald die locker sitzenden Gruppen 
wieder abgespalten werden. Es besteht freilich noch die Méglichkeit, 
daB die Hydroxylgruppen im EiweifB eine auBerordentlich leicht auf- 
spaltbare Bindung aufweisen. Es ist dies jedoch nicht sehr wahrschein- 
lich. Da nun eine reiche Erfahrung an verschiedenartigen Modellen 
gezeigt hat, dab eingefiihrte Gruppen in ihrem Verhalten von der Art 
des Substrates, an dem sie sitzen, ganz erheblich abhangig sind', haben 
wir uns die Frage vorgelegt, ob die Festigkeit der Verkniipfung zwischen 
dem Benzoyl- bzw. Halogenbenzoylrest und der Hydroxylgruppe des 
Tyrosins beeinfluBt wird, wenn diese Aminosdure mit weiteren Eiweip- 
bausteinen verkniipft ist. Wir stellten zunachst zu vergleichenden Ver- 
suchen Dibenzoyl-, Di-p-chlorbenzoyl- und Di-p-brombenzoyl-l-tyrosin 
dar. Ferner gewannen wir Dibenzoyl-d,l-leucyl-l-tyrosin, Dibenzoyl- 
glycyl-l-tyrosin, Tribenzoyl-l-tyrosyl-l-tyrosin und endlich Dibenzoyl-l- 
tyrosinanhydrid. Es zeigte sich, daB bei allen diesen Praparaten die 
Benzoylgruppe unter Innehaltung genau der gleichen Bedingungen 
bei den Abspaltungsversuchen ein gleiches Verhalten aufwies. — Ins- 
besondere ergab sich voéllige Ubereinstimmung in der Geschwindigkeit 
der Abspaltung der an der OH-Gruppe sitzenden Benzoylgruppe. 
Dieser Befund festigt die Anschauung, wonach im EiweiB locker ver- 
ankerte Benzoyl- bzw. andere Gruppen an Hydroxylgruppen angelagert 
sind. Es wird, wie eben dargelegt, die Bindungsfestigkeit durch die 
Verkniipfung der Trager der locker gebundenen Gruppen mit Amino- 
siuren nicht beeinfluBt. 


Es fragt sich nun, ob die eben mitgeteilten Beobachtungen auch fiir 
entsprechende Bindungen zwischen aliphatischen Oxyverbindungen 
und dem Benzoyl- bzw. einem anderen Rest zutreffen. Wir stieBen 
beim Versuch, Dibenzoylserin darzustellen, auf Schwierigkeiten. Wir 
gelangten trotz mehrfacher Veranderungen der angewandten Kupp- 
lungen immer nur zu Monobenzoylserin. Es gelang uns auch nicht, 
Dibenzoyl-leucyl-serin darzustellen. In allen Fallen lagerte sich das 
Benzoyl nur an die Aminogruppe an. Wir konnten infolgedesser. nicht, 
wie geplant, am Modell einer aliphatischen Oxyaminosaure die Bindungs- 
festigkeit des Benzoylrestes an der genannten Gruppe priifen?. Hin- 


' Umgekehrt beeinfluBt, wie in zahlreichen in der Zeitschr. f. physiol. 
Chem. und in der ,,Fermentforschung“ erschienenen Arbeiten der letzten 
Jahre gezeigt werden konnte, die eingefiihrte Gruppe das ,,Gefiige 
durch sie besetzten Substrates. 

2 Vgl. hierzu auch die Befunde von Emil Abderhalden und A. Schmitz 
(im Erscheinen) beim Versuche, mittels Oxyglutaminséure ein Dibenzoyl- 
produkt zu gewinnen. 


** des 
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gegen gelang es uns, Dibenzoylcolamin herzustellen. Die an der Oxy- 
gruppe sitzende Benzoylgruppe wurde durch verdiinntes Alkali etwa 
eben so rasch abgespalten, wie der an aromatischen Oxygruppen sitzende 
entsprechende Rest. 

Ferner haben wir noch Dibenzoyl-glycinanhydrid hergestellt. Bei 
der Einwirkung von n-Alkali erhielten wir 78°, Hippursiure und 
22°, Benzoesdure!. 

SchlieBlich haben wir als Ergainzung zu den Modellversuchen 
noch verschieden hoch benzoyliertes Seidenfibroin und p-Chlorbenzoyl- 
fibroin unter den gleichen Bedingungen, wie die oben angefiihrten 
Derivate, der Einwirkung von verdiinnter Natronlauge unterworfen, 
und zwar wandten wir in allen Fallen die Bestimmung der Leitfahigkeit 
als Methode zur Verfolgung des zeitlichen Verlaufs der Hydrolyse an. 
Sie hat sich in der im experimentellen Teil beschriebenen Durchfiihrung 
sehr bewahrt. Wir kamen zu den gleichen Werten an leicht abspaltbarem 
Benzoyl bzw. p-Chlorbenzoyl, wie sie seinerzeit durch direkte Be- 
stimmung der in Freiheit gesetzten Benzoesiure erhalten worden sind* 
In der 8. 440 wiedergegebenen Abbildung sind die Ergebnisse der Ver- 
suche mit zwei verschieden hoch benzoylierten Seidenfibroinen und mit 
p-Chlorbenzoylfibroin wiedergegeben. Man erkennt, daB die p-Chlor- 
benzoylgruppe (vgl. Kurve I und IT) beim Beginn der Einwirkung des 
Alkalis rascher abgespalten wird als die Benzoylgruppe. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung der zu den Modellversuchen benutzten Verbindungen. 
Dibenzoyl-l-tyrosin. 

Diese Verbindung wurde nach den Angaben von A. Schultze® 
durch Kuppeln von 1-Tyrosin mit Benzoylchlorid in gaiz schwach 
alkalischer Lésung hergestellt. Wie die unten angegebenen, Verseifungs- 
versuche zeigen, wird die an der OH-Gruppe sitzende Benzoylgruppe 
von Alkali sehr leicht abgespalten, so daB beim Kuppeln darauf geachtet 
werden mu, daB stets nur ganz schwach alkalische Reaktion herrscht. 
Unser Praparat schmolz, wie A. Schultze angibt, bei 213 bis 214° (un- 
korrigiert); korrigiert 216 bis 217°. Dibenzoyltyrosin laBt sich in alko- 
holischer Lésung mit n/10 NaOH gegen Phenolphthalein als einbasische 
Saure titrieren. 

Titration in absolutem Alkohol: 43,8 mg Substanz, in 10 ccm abso- 
lutem Alkohol gelést, verbrauchten 1,10 ccm alkoholische n/10 NaOH. 

Berechnet: Mol.-Gew. 389,15, gefunden: 398. 


1 Vgl. hierzu Sasaki, Chem. Ber. 54, 2688, 1921. 
2 Emil Abderhalden u. Hans Brockmann, |. c. 
3 A, Schultze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 29, 467, 1900. 
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Titration in Pyridin: 155,6mg Substanz, in 5cem Pyridin gelést, 
verbrauchten nach Zusatz von 0,2cem 1°,iger Phenolphthaleinlésung 
3.97 cem n/10 wasseriger NaOH. Hieraus berechnet sich ein Mol.-Gew. 
von 392. 

Nach beendeter Titration wurde ein UberschuB an n/10 Lauge zugesetzt 
und die Lésung 3 Stunden bei 37° aufbewahrt. Dann wurde mit n/10 H,SO, 
zuriicktitriert. Die Lésung enthielt insgesamt 12,25cem n/10 NaOH. 
Zur Ricktitration wurden 4,20 cem n/10 H,SO, verbraucht. Demnach 
wurden nach dreistiindigem Aufbewahren von der angewandten Menge 
Dibenzoyltyrosin 8,05c¢em n/l0 NaOH verbraucht, also fast genau das 
Doppelte als zu Beginn des Versuchs. Das deutet auf vollstandige Abspaltung 
der am Hydroxy] sitzenden Benzoylgruppe. 

137,4 mg Dibenzoyl-l-tyrosin, in 5 ccm Pyridin gelést, brauchten 
3.45 cem NaOH. Mol.-Gew. gefunden 399. Nach Zusatz von insgesamt 
20,24cem n/10 NaOH wurde 12 Stunden bei 20° aufbewahrt und dann 
zuriicktitriert. Verbraucht 13,40cem n/10 H,SO,. Nach 12 Stunden 
wurden 6,84ccm n/l0 NaOH, also genau das Doppelte wie zu Beginn 
des Versuchs gebraucht. 


Di-p-chlorbenzoyl-l-tyrosin. 


CH,.CH.COOH 


NH 
CO —Cl 
0 ic 
a—< >Cco 
Die Kupplung von 1-Tyrosin («7 14,6° in 4°, iger HCl) mit 


p-Chlorbenzoylchlorid wurde wie beim Dibenzoyltyrosin in ganz schwach 
alkalischer Lésung vorgeriommen. 2g 1-Tyrosin wurden in der eben 
hinreichenden Menge n NaOH gelést. Nach Zusatz von etwa 200 ccm 
Wasser wurde unter guter Kiihlung mit 5,2 g p-Chlorbenzoylchlorid 
(3 Mol), das in 50 cem Ather gelist war, gekuppelt. Nach jedem Zusatz 
von Saéurechlorid wurde etwas n NaOH zugegeben, sodaB dauernd 
eine gegen Lackmus schwach alkalische Reaktion bestehen blieb. Es 
hat sich als giinstig erwiesen, nicht mehr als 3 Mol Saurechlorid anzu- 
wenden. Es stért sonst die gréBere Menge der als Nebenprodukt auf- 
tretenden p-Chlorbenzoesaéure die Isolierung des Kupplungsproduktes. 

Nach beendeter Kupplung wurde nicht, wie iiblich, mit 5n HCl 
iibersduert, sondern fraktioniert angesiuert, d.h. es wurde so lange 
5n HCl zugesetat, bis eine gewisse Menge Niederschlag sich gebildet 
hatte. Von diesem wurde abfiltriert und das Filtrat wiederum bis 
zur Fallung mit etwas Siure versetzt und filtriert. Bei diesem Ver- 
fahren gewannen wir mehrere Fraktionen, von denen die ersten fast 
reines Kupplungsprodukt waren. Die letzten bestanden jedoch, wie der 
Schmelzpunkt ergab, aus p-Chlorbenzoesiure. Das gewonnene Roh- 
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produkt an Di-p-chlorbenzoyl-l-tyrosin wog 4,2 g, d.h. etwa 83°, der 
Theorie. Zur Entfernung noch beigemengter p-Chlorbenzoesiure wurde 
es mit einer gesittigten L6sung von Kaliumbicarbonat gewaschen, in der 
die p-Chlorbenzoesiure leicht léslich, das Kupplungsprodukt dagegen 
schwer léslich war. Dann wurde aus wisserigem Alkohol umkristallisiert, 
wobei die Verbindung sich zundchst in amorphen Flocken abschied. 
Bei langerem Stehen bildeten sich mikroskepisch kleine Nadelchen. 
Nach nochmaligem Umkristallisieren aus heiBem Toluol, aus dem sich 
beim Erkalten schéne Niadelchen abschieden, lag der Schmelzpunkt 
bei 213 bis 214°. 

Léslichkeit: Léslich in Alkohol, Aceton, Essigester, Pycidin, heiBem 
Chloroform und heiBem Toluol, wenig léslich in Ather und Petrolither, 
unléslich in Wasser. 

192,7 mg Substanz, nach Ajeldahl verbrannt, brauchten 4,40 ccm 
n/10 H,SO,. 

Fiir C,;H,,0;NCl, (Mol.-Gew. 458,07). Ber.: N = 3,06°) 

gef.: N = 3,20%. 


Titration in alkoholischer Lésung: 47,2 mg Substanz brauchten, in 
absolutem Alkohol gelést, zur Neutralisation gegen Phenolphthalein 1,03 cem 
n/10 alkoholische NaOH. 

Berechnet Mol.-Gew. 458,07, gefunden Mol.-Gew. 458. 

Titration in Pyridin: 89,8 mg Substanz in 5 ccm Pyridin verbrauchten, 
gegen Phenolphthalein titriert, 1,95 ccm n/10 NaOH. 

Berechnet Mol.-Gew. 458,07, gefunden Mol.-Gew. 460. 

Nach Zusatz von insgesamt 10,00 cem n/10 NaOH wurde 12 Stunden 
bei 20° aufbewahrt und dann mit n/10 H,SO, zuriicktitriert. Verbraucht 
5.95cem nYl0 H,SO,. Die angewandte Menge verbrauchte demnach 
4,05 cem n/10 NaOH, also innerhalb der Fehlergrenze das Doppelte des 
Anfangsverbrauches. 


Di-p-brombenzoyl-l-tyrosin. 


Die Darstellung und Reinigung geschah in derselben Weise, wie 
beim Di-p-chlorbenzoyl-l-tyrosin beschrieben. Das beim Fraktionieren 
erhaltene Rohprodukt war sehr feinkérnig, so da es sich schlecht 
filtrieren lie’. Es wurde deshalb abzentrifugiert und auf Ton abgepreBt. 
Aus Aceton und Toluol kam es als Gallerte heraus. Aus verdiinntem 
Alkohol schied sich das Kupplungsprodukt als feinkérniger Niederschlag 
ab, der, unter dem Mikroskop betrachtet, aus kugeligen Aggregaten 
bestand und zweifellos kristallinen Charakter hatte. Nach dreimaligem 
Unmkristallisieren schmolz der Koérper bei 227 bis 229° (korrigiert). 
Die Millonsche Reaktion fiel negativ aus, wurde jedoch sofort positiv, 
wenn das Kupplungsprodukt ganz kurze Zeit mit n/10 NaOH be- 
handelt worden war. 
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Léslichkeit: Léslich in Pyridin, Aceton, Essigester, heiBem Toluol, 
weniger léslich in Alkohol, schwer léslich in Benzol, Ather, Petrolather, 
heiBem und kaltem Wasser. 

113.5 mg Substanz, nach Ajeldahl verbrannt, brauchten 1,85 cem 
n/10 Hy SO. 

Fiir C,,H,,0;N Br, (Mol.-Gew. 546,99). Ber.: N 2,56% ; 

gef.: N 2,28%. 

Titration: 72,9 mg Substanz, in 10 cem Pyridin gelést, verbrauchten, 
gegen Phenolphthalein titriert, 1,35 cem n/10 NaOH. 

Berechnet Mol.-Gew. 546,99, gefunden Mol.-Gew, 540. 

107,1 mg Substanz verbrauchten, in 5ccm Pyridin gelést, 1,91 cem 
n/l10 NaOH. Nach Zusatz von insgesamt 7 cemn/10 NaO Hund 12stiindigem 
Aufbewahren bei 20° wurden zur Riicktitration 2,98 cem n/10 H,SO, ver 
braucht, was einem Laugenverbrauch von 4,02 cem n/10 NaOH entspricht. 


Dibenzoyl-d, l-leucyl-l-tyrosin. 


(12 >CH. CH, . CH. CO- NH.CH.COOH 
NH CH, oO. 0¢ 
CO 


15g d,1-Leucyl-l-tyrosin wurden in 50cem H,O gelést und nach 
Zusatz von 6g KHCO, mit 4,2 g Benzcylchlorid (6 Mol) unter Eis- 
kihlung gekuppelt. Schon wahrend der Kupplung fiel der Benzoyl- 
kérper als sirupése Masse aus, die zur Reinigung mit Kaliumbicarbonat- 
lésung und dann mit Wasser griindlich durchgeknetet wurde. Dann 
wurde in wenig Alkohol gelést und vorsichtig mit Wasser gefallt. Der 
Korper schied sich wieder élig ab, erstarrte aber im Exsikkator zu einer 
spréden Masse, die sich pulverisieren lieB. Die Millonsche Reaktion fiel 
negativ aus, wurde aber nach kurzer Behandlung mit n/10 NaOH 
stark positiv. Léslich in Alkohol, Aceton, Essigester, schwer léslich 
in Ather, Petrolither und Wasser. 
(Substanz bei 80° im Vakuum iiber P,O, getrocknet.) 4,83 mg Sub- 
stanz, nach Dumas verbrannt, entwickelten bei 24°, 753 mm, 0,233 cem N,. 
Fiir Cy H,;,O0,N, (Mol.-Gew. 502,26). Ber.: N 5,58% ; 
gat.: N 5,49°,. 


Dibenzoyl-glycyl-l-tyrosin. 
CH, . CO—NH.CH.COOH 
| 


NH CH,—¢ 0.0.€ 
\ | 


‘CO 
1,2 g Glyeyl-l-tyrosin wurden zusammen mit 3g KHCO, in etwa 


40 ccm Wasser gelést und unter Eiskiihlung mit 2,1 g Benzoylchlorid 
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(3 Mol) gekuppelt. Aus der alkalischen Lésung fiel ein schmieriges 
Kupplungsprodukt aus, das in Ather aufgenommen wurde. Es hinterblieb 
beim Verdampfen der mit Na,SO, getrockneten atherischen Lésung 
als dickes Ol, das im Exsikkator zu einer amorphen spréden Masse 
erstarrte, die sich leicht pulverisieren lie}. Aus der ausgeitherten 
Kupplungsflissigkeit fiel beim vorsichtigen Ansfiuern noch etwas 
Kupplungsprodukt aus, das gleichfalls in Ather aufgenommen wurde. 
Zur Reinigung wurde das Rohprodukt mit Petrolither griindlich durch- 
gewaschen und aus Alkohol mit Wasser umgefallt. Die Millonsche 
Reaktion war negativ, wurde aber nach kurzer Behandlung mit 
n/10 NaOH positiv. 

Léslichkeit: Léslich in Alkohol, Aceton, Pyridin und Essigester. 
Schwer léslich in Wasser, Ather, Petrolather und Benzol. 

5,495 mg Substanz, nach Dumas verbrannt, entwickelten bei 23°, 
757 mm, 0,334 ccm Ng. 

Fiir C,,H,.0,N, (Mol.-Gew. 446,20). Ber.: N = 6.27%; 

gef.: N = 6,98%. 


Tribenzoyl-l-tyrosyl-l-tyrosin. 


CH,.CH.CO—NH.CH.COOH 


NH CHg 
—— ‘ CO 
3 CO.0 
cea F pi 
0.0C 
Ps on 


2,62 g 1-Tyrosinanhydrid wurden in 25cem n NaOH bei 37° auf- 
bewahrt. Die Aufspaltung des Anhydridringes wurde durch Amino- 
stickstoffbestimmungen nach van Slyke verfolgt. Sie war nach 
66 Stunden beendet. Es wurde dann mit n HCl neutralisiert und von 
einem geringen Riickstand abfiltriert. Nach Zusatz von 3g KHCO, 
wurde mit 4,5 g Benzoylchlorid unter Eiskiihlung gekuppelt. Aus der 
alkalischen Lésung fiel das Kupplungsprodukt als zaher Sirup aus, 
der mit Kaliumbicarbonatlésung und mit Wasser griindlich durch- 
geknetet wurde. Im Exsikkator iiber P,O, wurde die zihe Masse sproéde 
und pulverisierbar. Nach griindlichem Verreiben mit Petrolather 


wurde das Rohprodukt zweimal aus Aceton mit Petrolather umgefiallt, 
dann in Eisessig aufgenommen und mit Wasser als amorphe weibe 
Fléckchen wieder ausgefallt. Nach dem Trocknen verblieb ein amorphes 
Pulver, das nach griindlichem Waschen mit Petrolather im Vakuum 
bei 80° iiber P,O, weiter getrocknet wurde. Die Millonsche Reaktion 
wurde erst nach kurzer Behandlung mit n/10 NaOH positiv. Die Sub- 
stanz erweichte gegen 160° und ist bei 185° vollstaindig geschmolzen. 
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Léslich in Pyridin, Aceton, Essigester, Alkohol, Eisessig. Wenig léslich 
in Ather, unléslich in Petrolather und Wasser. 

42.3mg Substanz, nach Kjeldahl zersetzt, verbrauchten 1,35 ccm 
n/10 H,SO,. 

Berechnet fiir Cy,H,,O0,N, (Mol.-Gew. 656,28). Ber.: N 4.27%; 
gef.: N 4.47%. 


Dibenzoyl-l-tyrosinanhydrid. 


NH—CO 


ry oC 0 , 
CO—NH DCH. CH - OF 


SCO. 0: he CH,.CH< 


05g 1-Tyrosinanhydrid (aus 1-Tyrosinmethylester durch ein- 
stiindiges Erwirmen auf 135 bis 140° gewonnen) wurden in 3 ecm 
n NaOH gelést. Die Lésung wurde mit 20 ccm Wasser verdiinnt. Unter 
guter Kiihlung wurde dann mit 1,3 g Benzoylchlorid bei ganz schwach 
alkalischer Reaktion gekuppelt. Das Kupplungsprodukt fiel aus der 
alkalischen Lésung als kérniger Niederschlag aus, der abfiltriert und 
zuerst mit Wasser, dann mit Alkohol und Ather gewaschen wurde. 
Die Substanz ist unléslich in Alkohol, Aceton und Ather, léslich dagegen 
in heiBem Pyridin. Sie wurde zur Reinigung aus der heiBen Pyridin- 
lésung durch vorsichtigen Wasserzusatz gefaillt und schied sich dabei 
als feinkérniges, nicht deutlich kristallines Pulver ab. Der Schmelz- 
punkt lag bei 293° (unkorrigiert) unter Zersetzung. Die Millonsche 
Reaktion fiel erst nach Behandeln mit n/10 NaOH positiv aus. 

79,5 mg Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, brauchten 2,80 ccm 
n/1l0 H,SQ,. 

Fiir C3,H,0,N, (Mol.-Gew. 534,23). Ber.:' N §,24% ; 

gef.: N = 4,93%. 


Dibenzoyl-aminoathylalkohol (Dibenzoylcolamin). 


CH,.0.0C 


CH,.NH.OC 


Die Substanz wurde zuerst von Knorr! durch Benzoylieren von 
Colamin nach Schotten-Baumann hergestellt. Der F. wurde bei 76° 
festgestellt. Frankel und Cornelius? geben ebenfalls F. = 76° an. Wir 
fanden, daB die Kupplung nach Schotten- Baumann unbefriedigende 
Ausbeuten gibt, und daB sich das erhaltene Produkt nicht gut vom 
Monobenzoyl-colamin abtrennen l4Bt. Wir wandten deshalb das 
folgende Verfahren an. 


1 Chem. Ber. 39, 909, 1897. 
2 Ebendaselbst 51, 1654, 1918. 
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2,4 g Colamin wurden in Petrolither gelést und mit 2,8 g Benzoyl- 
chlorid zusammengebracht. Unter Erwarmung schied sich ein O01] ab. 
Die Reaktionsfliissigkeit hinterlie} beim Eindampfen im Vakuum 
ein gelbes Ol, das sich in Wasser mit alkalischer Reaktion léste. Nach 
Ansauern mit HCl wurde viermal ausgeathert. Die mit Na,SO, ge- 
trocknete atherische Lésung hinterlie} beim Eindampfen ein gelbes 
Ol, das kristallin erstarrte. Die auf Ton abgepreBten Kristalle 
schmolzen bei 60 bis 63° und bestanden, wie die Analyse zeigte, aus 
N-Benzoylecolamin. Es léste sich in Wasser mit neutraler Reaktion. 

Um das Monobenzoylprodukt in die Dibenzoylverbindung iiber- 
zufiihren, wurde es mit iiberschiissigem Benzoylchlorid '. Stunde 
auf 110 bis 120° erhitzt. Nach Aufhéren der Gasentwicklung wurde 
die schwach braungefarbte Fliissigkeit im Vakuum destilliert. Im 
Riickstand wurde durch mehrmaliges Aufkochen und Abdampfen 
mit Alkohol und dann mit Wasser das noch vorhandene Benzoylchlorid 
in den Ester iibergefiihrt und entfernt. Das zuriickbleibende Ol erstarrte 
kristallin. Zur Reinigung wurde das Rohprodukt in heiBem Alkohol 
gelést und die Lésung mit Tierkohle autgekocht. Nach Zusatz von 
etwas Wasser zum Filtrat schieden sich beim Erkalten glainzende 
Blattchen ab, die bei 85 bis 86° (korrigiert) schmolzen. Nach noch- 
maligem Umkristallisieren lag der Schmelzpunkt konstant bei 90° (korri- 
giert). Der niedrigere Schmelzpunkt der Literatur ist wohl durch 
Beimengung von Monobenzoylcolamin verursacht. 

Léslichkeit: Léslich in Pyridin, Aceton, Essigester, Alkohol, 
Benzol und Ather. Schwer léslich in Petrolither und Wasser. 

48,2 mg Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, brauchten 1,87 cem 
n/10 H,SO,. 

Fiir C,,H,,;0,;N (Mol.-Gew. 269,13). Ber.: N = 5,21%; 

gef.: N 5,44. 


Benzoylierung von d,l-Serin. 

Sérensen und Andersen! erhielten bei der Benzoylierung von d, 1- 
Serin in ganz schwach alkalischer Lésung Dibenzoylserin neben Mono- 
benzoylserin. Es gelang uns nicht, bei der Benzoylierung von d, 1-Serin 
in Kaliumbicarbonatlésung oder in ganz verdiinnter Natronlauge 
Dibenzoylserin zu fassen, wir erhielten immer nur Monobenzoylserin, 
das nach mehrfachem Umkristallisieren aus verdiinntem Alkohol und 
Toluol als glanzende Blaittchen erhalten wurde, die bei 150 bis 151° 
(korrigiert) schmolzen. Sdrensen und Andersen geben F. = 171° an. 


96,3 mg Substanz brauchten, nach Kjeldahl verbrannt, 4,41 ccm 
n/10 H,SO,. Berechnet N 6,71°%, gefunden N 6,42%. 


1 Sérensen u. Andersen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 56, 297 bis 300, 
1908. 
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N-Benzoy|!-d,l-leucyl-d,l-serin. 


CHs_oy.CH,.CH.NH.CO—NH.CH.COOH 
3 


CH 
CO CH,OH 


1g d,1-Leucyl-serin' wurde in 2n NaOH gelést und die Lésung 
mit 2n HCl neutralisiert. Dann wurden 6g Kaliumbicarbonat und 
50cem Wasser zugesetzt. Hierauf wurde unter guter Kiihlung mit 
4g Benzoylchlorid gekuppelt. Die Auflésung in 2n NaOH war nétig, 
weil das Dipeptid sich nicht in der angegebenen Wassermenge lést. 
Das beim Anséuern ausgefallene Rohprodukt wurde 1 Stunde lang 
mit Petrolather extrahiert. Der Riickstand wog 1 g. Durch Um- 
kristallisieren aus Wasser und Alkohol wurden feine Blattchen erhalten, 
die bei 179° (korrigiert) schmolzen. Aus Toluol kristallisierte die 
Substanz in kleinen Nadelchen, die ebenfalls bei 179° (korrigiert) 
schmolzen. 

Léslichkeit: Léslich in Alkohol, weniger léslich in Ather, schwer 
léslich in Wasser und Petrolather. 

64.5 mg Substanz, nach Ajeldahl verbrannt, verbrauchten 3,96 ccm 
n/1l0 H,SQ,. 

Fiir C,,H20;N, (Mol.-Gew. 322,20). Ber.: N 8.70% ; 

gef.: N 8.60%. 

Titration in Pyridin: 69,8 mg Substanz in 5 cem Pyridin verbrauchen, 

gegen Phenolphthalein titriert, 2,11 ecm n/10 NaOH. 


Mol.-Gew. berechnet 322,20, gefunden 331. 


Dibenzoylglycinanhydrid. 

Diese Verbindung ist von Sasaki? durch Erhitzen von Glycin- 
anhydrid mit Benzoylchlorid und Pyridin gewonnen worden. Wir haben 
sie nach dem gleichen Verfahren dargestellt. Der Schmelzpunkt unserer 
Verbindung lag wie derjenige des von Sasaki gewonnenen Produktes 
bei 238 bis 240° (korrigiert). Dibenzoylglycinanhydrid ist ferner von 
Emil Abderhalden und Komm* durch Erhitzen von Glycinanhydrid 
mit tiberschiissiger Benzoesdure in Form glanzender Kristalle erhalten 
worden. Der Schmelzpunkt dieser Verbindung lag bei 219 bis 221°. 
Wir erhielten bei Verwendung des gleichen Verfahrens ein in feinen 
Nadelchen kristallisiertes Produkt, das in allen Eigenschaften mit dem 
nach der Methode von Sasaki gewonnenen Priparat iibereinstimmte. 
Der Mischschmelzpunkt beider Verbindungen lag bei 238 bis 240° 
(korrigiert). Beide Produkte verhielten sich, in Pyridin gelést, gegen 
Phenolphthalein titriert, wie eine Saure. Sie brauchten nach Behand- 

1 Emil Abderhalden u. Fritz Reich, Fermentforsch. 11, 292, 1930. 


* Chem. Ber. 54, 2688, 1921. 
8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, 105, 1924. 
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lung mit tberschiissiger Lauge 2 Mol Lauge. Es zeigte sich, daB bei 
der Aufspaltung sowohl Hippurséure als auch Benzoesiure und Glyko- 
koll entstanden waren. 1 g Dibenzoylglycinanhydrid (dargestellt nach 
Abderhalden und Komm) wurde in 10 g Pyridin gelést. Hierauf setzten 
wir 10cem n NaOH hinzu und bewahrten die Lésung 48 Stunden 
bei 25° auf. Die Lésung wurde hierauf unter vermindertem Druck 
verdampft. Den Riickstand nahmen wir in Wasser auf und siuerten 
mit Salzsiure an. Der ausfallende Niederschlag wog trocken 0,84 g. 
Wir zogen ihn mit Petrolither aus. Nach Verdunstung der Lésung 
verblieben 0,74 g. Der Riickstand wurde aus Wasser umkristallisiert. 
Die gewonnene Substanz (0,65 g) erwies sich als reine Hippursaure. 
Mischschmelzpunkt mit Hippursaure 187 bis 188° (korrigiert). Aus dem 
Petrolaitherauszug gewannen wir Benzoesiure. Im Filtrat des oben er- 
wahnten Niederschlags stellten wir durch Aminostickstoffbestimmung 
nach van Slyke die Anwesenheit von 80,7 mg Glykokoll fest. Es waren 
somit von dem angewandten 1 g Dibenzoylglycinanhydrid 0,22 ¢ zu 
Glykokoll und Benzoesaiure aufgespalten worden. Der iibrige Teil 
lieferte 2 Mol Hippursiure. Beide nach den oben erwahnten Methoden 
dargestellten Dibenzoylglycinanhydride gaben, in Pyridin gelést, mit 
Permanganat keine Entfarbung. Sie trat sofort ein, wenn etwas Alkali 
zugegeben wurde. Es kommt in alkalischer Lésung offenbar zur Bildung 
von Enolgruppen. Ihre Anwesenheit erklirt den Laugenverbrauch 
des Dibenzoylglycinanhydrids. 


Hydrolyse der dargestellten Verbindungen durch n/20 Natronlauge bei 25°. 


Die Verseifungsgeschwindigkeit der Benzoylverbindungen wurde 
in n/20 Natronlauge, die zur Halfte Pyridin enthielt, durch Leit- 
fahigkeitsmessung bestimmt. In dem Mafe, wie Benzoeséure ab- 
spalten wird, verschwinden OH’, und der Widerstand der Lésung nimmt 
zu. Wie Kontrollversuche ergaben, ist bei tiberschiissiger Lauge der 
Zuwachs an Widerstand der Menge abgespaltener Benzoesiéure pro- 
portional, so daB die Widerstandsmessung eine Messung der ab- 
gespaltenen Benzoesiure erlaubt. Pyridinhaltige Lauge wurde an- 
gewandt, weil in Pyridin alle untersuchten Verbindungen léslich waren, 
und so alle Reaktionen mit Ausnahme der Benzoylfibroine im homogenen 
System gemessen werden konnten. Um die Mischungswirme von 
Pyridin und Wasser, die auf die Leitfaihigkeitsmessung stérend wirkt, 
méglichst auszuschalten, wurde folgendermaBen verfahren. 0,0001 Mol 
Substanz wurde im Leitfihigkeitsgefa8 in lceem Pyridin (reinstes 
Merck) gelést und im Thermostaten auf 25° (-- 0,05°) gebracht. Dann 
wurden 9ccem einer 0,555 n Natronlauge zugegeben, die zur Halfte 
Pyridin enthielt. Nach dem Vermischen war die Natronlauge 0,05 normal 
und die auftretende Mischungswirme konnte, wie Kontrollversuche 
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zeigten, vernachlassigt werden. Genau | Minute nach der Vermischung 
wurde mit der Widerstandsmessung begonnen und dieser Wert als 
Anfangswert gerechnet. Die Differenz zwischen Anfangswert und 
Endwert des Widerstandes wurde als a, die Differenz zwischen dem 
Widerstand zur Zeit t und dem Anfangswiderstand wurde als x in die 





Gleichung fiir die monomolekulare Reaktion eingesetzt. 


wurde in Minuten gemessen. 


Die Zeit 
Die Tabellen zeigen leidliche Konstanz 





von K. 
Zeit in Minuten — Widerstand bei 25° a 1 
vom Versuchs- log 
beginn an gerechnet a—z t ad 
a Dibenzoyl-l-tyrosin. 
1 196 
4 110 1.200 0.026 
6 112 1,33(5) 0,025 
8 114.5 1,55 0,027 
10 116.5 1,78 0.028 
12 118 2.00 0,027 
14 119,2 2,22 0,025 
19 122 3,00 0,027 
21 123 3,42 0,027 
26 124.5 4.36 0,026 
33 126.5 6,85 0,026 
42 127.5 9,60 0,024 
69 130 — — 
108 130 -- —- 
Di-p-chlorbenzoyl-l-tyrosin. 
1 110 — -- 
4 117 1,63(5) 0,0710 
5 119,5 2,12 0,081(5) 
7 122 3,00 0,079(5) 
9 124 4.50 0,081(5) 
12 126 9.00 0,087 
16 127 - -— 
20 128 — 
24 128 
29 128 . —_ 
44 128 —- 
Di-p-brombenzoy!-l-tyrosin. 
1 111 — 
2 113,5 1,18 0,072 
i 116.5 1.50 0.088 
4 118 1,70 0,080 
6 121 2.54 0,081 
8 123 3,67 0,081 
9 125,5 _— — 
11 125.5 — — 
19 126.5 — 
30 126.5 — -- 
38 126.5 — — 


127.5 
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Dibenzoy1-d, |-leucy!-l-tyrosin. 
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Tribenzoy]-l-tyrosy1-l-tyrosin. 
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Dibenzoyl-l-tyrosinanhydrid. 
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Dibenzoyl-colamin. 


103,5 
104,5 
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105.5 
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109 
110,5 
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112 
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0,051 
0,032 
0,027 
0,022 
0,022 
0,022 
0,022 
0,020 
0,018 
0,021 


0,032 
0,029 
0,021 
0,022 
0,020 
0.021 
0.020 
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Abspaltbarkeit von Benzoylgruppen verschiedener Bindung. 439 
Dibenzoylglycinanhydrid. 
Zeit in Minuten vom Widerstand bei 25° 
Versuchsbeginn > 
an gerechnet 
1 119 
2 121.5 
3 123 
5 123,5 
10 124 
30 126 
120 - 
Einwirkung von n/20 Natronlauge auf benzoyliertes Seidenfibroin bei 25°. 


Die Versuche wurden genau so angesetzt wie die Modellversuche. 


Angewandt wurden jeweils 


wachs des Widerstandes z 


Gesamtzuwachses angegebe 


0,1 g Substanz. 
u 


n. Um innige 


verschiedenen 


In der 


Zeiten in 


Tabelle ist der Zu- 


des 


Prozenten 


Durchmischung zu erzielen, 
wurde im Thermostaten kraftig geschiittelt. 





Zeit in Minuten) widerstand Zunahme des | Zeit in Minuten) widerstand 
yom Versuchs- bei 25° Widerstandes | vom Versuchs- bei 25 
beginn an in °/, des Ge- beginn an pid 


gerechnet 


samtzuwachses 


gerech 


net 








Zunahme des 
Widerstandes in 
des Gesamt- 


zuwachses 


I. Benzoylfibroin (11,08°, Gesamtbenzoyl). 

1 105.5 20 120,0 54.8 

2 108 95 5 39 122.5 64,2 

3 109 13.2 50 124 76 

5 110,5 18.9 65 126 77,5 

7 wl2 24.5 9) 127 

10 113,5 30,2 129 1:2 

II p-Chlorbenzoylfibroin (14,00°% Gesamt-p-Chlorbenzoyl). 

1 110 _- 27 121 57,9 
2 111,5 7,9 30 121.5 60.5 

3 113.5 18,4 35 123 68,5 

7 116 31,6 45 124.5 76.3 
10 117.5 39,6 65 126 84,3 
20 120 52.6 120 129 

III. Benzoylfibroin (13,559, Gesamtbenzoy]). 

1 105 - 25 125.5 68,4 
2 111.5 21.6 30 126.5 71,7 

3 113.5 28'4 35 127.5 75.0 
5 116 36,7 40) 128 76,6 

8 118 43.4 50 129 80.0 
12 129 50.0 60 130.5 85.0 
15 122 56.6 75 131.5 88.4 
20 124 63,4 120 135 — 





Die in der vorstehenden Tabelle 


Abb. 1 graphisch wiedergegeben. 


Biochemische Zeitschrift Band 225. 


enthaltenen Ergebnisse sind in 
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Einwirkung von n 20 NaOH auf Benzoyl- bzw. p-Chlorbenzoylfibroin. 
Auf der Ordinate ist die Zunahme des Widerstandes in Prozenten des Gesamtzuwachses, auf 
der Abszisse die Zeit in Minuten aufgetragen. 


Zusammenfassung. 


An Hand von Modellen Dibenzoyl-, Di-p-cklorbenzoyl- und 
Di-p-brombenzoyl -l-tyrosin, Dibenzoyl-d, l-leucyl-l-tyrosin, Dibenzoyl- 
glycyl-l-tyrosin, Tribenzoyl-l-tyrosyl-l-tyrosin und Dibenzoyl-l-tyrosin- 
anhydrid — wird gepriift, ob die Festigkeit der Verkniipfung zwischen 
dem Benzoyl- bzw. Halogenbenzoylrest und der Hydroxylgruppe 
des Tyrosins durch seine séiureamidartige Verbindung mit weiteren 
Aminosiuren bzw. einem weiteren Tyrosinmolekiil beeinfluBt wird. 
Es war das nicht der Fall. Ferner wurde das Verhalten von Dibenzoyl- 
colamin gegeniiber verdiinntem Alkali gepriift. Es wurde die an der 
OH-Gruppe sitzende Benzoylgruppe etwa ebenso rasch abgespalten, 
wie der entsprechende mit einer aromatischen O H-Gruppe verkuppelte 
Rest. SchlieBlich wurde noch das Verhalten von Dibenzoylglycin- 
anhydrid gegen verdiinntes Alkali gepriift. Es entstand in der Haupt- 
sache Hippursiure neben Glykokoll und Benzoesdure. Verfolgt wurde 
die Abspaltung der eingefiihrten Gruppen durch Leitfahigkeitsmessung. 

Die an den erwahnten Modellen gewonnenen Erfahrungen be- 
statigen die in einer friiheren Arbeit! als Bindungsstellen fiir in Seiden- 
fibroin eingefiihrte Benzoyl- bzw. Halogenbenzoylgruppen je nach 
der Leichtigkeit ihrer Abspaltbarkeit in Betracht gezogenen Atom- 
gruppierungen, nimlich OH- und NH,-Gruppen. 


1 Diese Zeitschr. 211, 395, 1929. 
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Spielt Ammoniak eine direkte Rolle bei der Eiweibsynthese 
héherer Pflanzen? 


Von 
Johan Bjérkstén und Into Himberg. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Helsingfors.) 


(Eingegangen am 30. Juni 1930.) 


In einer friiheren Publikation! hat der eine von uns (J. B.) 
gezeigt, daB viele Amide und Oxynitrile sich als N- Quellen von Weizen- 
keimpflanzen etwa gleich gut verwerten lassen und binnen 5 Stunden 
bedeutende EiweiBsynthese ergeben. Nach den meisten Hypothesen 
iiber die Biosynthese der EiweiSbausteine, die in der angefiihrten 
Arbeit erwahnt sind, sollten diese durch Addition von NH, an ver- 
schiedene N-freie Verbindungen entstehen. In zahlreichen Arbeiten 
wird die grundsitzliche Bedeutung des Ammoniaks fiir den N-Umsatz 
der héheren Pflanzen betont®. Deshalb schien es uns von Interesse, 
folgendes zu priifen: Kann Ammoniak aus einigen Amiden, die fiir 
die EiweiBsynthese héherer Pflanzen sehr geeignete N-Quellen sind, 
von diesen abgespaltet werden? 

Bei unseren vorbereitenden Versuchen stellten wir fest, dafi 
Carbamid weder von Trockenpraparaten, noch von frischem PreBbsaft 
aus Weizenkeimpflanzen gespalten wird. Die Bestimmungen wurden 
nach Folin-Lévgren® ausgefiihrt; selbst bei einer Versuchszeit von 
3 Tagen und optimalem py fand keine Spaltung des Carbamids statt. 
Nach den Untersuchungen von Klein und Taubéck* besteht jedoch 
iiber das Vorkommen der Urease in allen Blattern kaum ein Zweifel. 


1 Bjérkstén, diese Zeitschr. 225, 1, 1930. 

2 Zusammenfassung von Prianischnikows zahlreichen Arbeiten in der 
Festschr. f. Stoklasa, Berlin (P. Pare y) 1928, S. 291; Prianischnikow. diese 
Zeitschr. 198, 211, 1928; Mothes, Planta 1, 317, 1925; 1, 472, 1926; Ber. 
Bot. 45, 472, 1927; Planta 7, 585, 1929. 

3 Lévgren, diese Zeitschr. 119, 215, 1921; 137, 206, 1923. 

4 Klein u. Taubéck, Osterr. Bot. Zeitschr. 76, 195, 221, 1927; Tau- 
béck, ebendaselbst 76, 43, 1927. 
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Die Urease meiner Versuchspflanzen ist anscheinend an das Plasma 
sehr fest gebunden. Das negative Resultat Zempléns! bei der Priifung 
von Gramineen auf Urease diirfte nur so zu erklaren sein, da} solches 
auch fiir simtliche von ihm untersuchten Gramineen zutrifft. Bach 
hat neulich gezeigt, daB auch die Urease von Aspergillus niger ein 
Endoenzym ist?. 


Bei unseren weiteren Versuchen arbeiteten wir deshalb mit lebendem 
Material. Als solches verwendeten wir Blatter von Weizenkeimpflanzen, 
die in N-freier Nahrlésung nach Bjérksténs Glaswollkulturmethode* 
geziichtet wurden. Die Blatter wurden abgeschnitten, gut gemischt 
und mit den Lésungen der zu untersuchenden Stoffe infiltriert (vel. 
Bjérkstén, \.c. 8.10). Die infiltrierten Blatter wurden danach samt 
200 com Lésung in 4000-cem-Jena-Rundkolben mit kurzem, weitem 
Hals gebracht, die mit je einem Apparat fiir NH,-Bestimmung nach 
Longi* (durch Destillation mit MgO im Vakuum) verbunden wurden. 
Nachdem die Kolben gewisse Zeit bei einer Zimmertemperatur von etwa 
20° gestanden hatten, wurde aufgeschlemmtes MgO durch einen Tropf- 
trichter hinzugesetzt, dann wurde destilliert. 


Versuch 1. 











Je 26g etiolierte Blitter mg NH; nach 5 Std 
infiltviert mit HiO.. 2.2.44. 6 « 0. 
‘a » 0,05mol. CO(N Hg). . 1,4 
Versuch 2. 
Je 16 g etiolierte Blatter mg N Hg nach 1 Std 
ee | a 0,25 
” " 0.05 mol. CO(NH, Vg .-% 0,7 
Versuch 3. 
Je 2g griine Blitter mg NH, nach 5 Std. 
infiltriert mit 0,01 mol. CO(N Hg), 1,4 
- » 9,lmol. CO(NHg)g . 1,45 


Bei der Wiederholung des letzten Versuchs mit Keimpflanzen 
einer anderen Kultur wurde dasselbe Ergebnis erzielt. 


1H. 79, 229, 1912. 

2 Bull. soe. chim. biol. 11. 1016, 1929. 

8 Bjérkstén, Soc. Scient. Fennica, Comm. Biol. 3, Nr. 7, 1929. 

4 Schulze u. Winterstein, im Handb. d. biol. Arbeitsmethod. 2, 528, 


1909. 
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Rolle des Ammoniaks bei der EiweiBsynthese héherer Pflanzen. 443 

Aus den Versuchen geht hervor, daB stets nur eine bestimmte 
Menge NH, gebildet wird, die von der verwendeten Carbamidquantitat 
weitgehend unabhangig ist. 


Es schien uns jetzt von Interesse zu sein, festzustellen, wie die 
Spaltung von Carbamid durch die Zellen narkotisierter Blatter ver- 
laufen wirde. 


Die Narkose scheint ja im allgemeinen die synthetischen Vorginge in 
den Pflanzen zu hemmen.! Butkewitsch? hat mitgeteilt, daB in mit Toluol- 
dimpfen behandelten Lupinenkeimlingen die Asparaginbildung zum Still- 
stand kommt und gleichzeitig eine Anreicherung von NH, stattfindet: 
auch Mothes* konstatiert bei narkotisierten Blattern von Phaseolus eine 
starke Anreicherung an NH,. Héfler und Weber* haben nachgewiesen, dats 
die Harnstoffpermeabilitat bei athernarkotisierten Zellen stark erhdht ist. 
Auch aus diesem Grunde war bei unseren Versuchen eine Steigerung der 
NH,- Bildung bei narkotisierten Zellen wahrscheinlich. 


Die erwartete Steigerung der NH,-Bildung bei der Narkose wurde 
in folgenden Versuchen nachgewiesen: 


Versuch 4. 








Je 32g griine Blatter mg NH, nach 5 Std 
infiltriert mit H,O+1°%% Ather. ero ee 0,5 
* » 0,05mol. CO(NHs)y +1°% Ather. . ... 4.1 
Ve rsuch §. 
Je 25g griine Blatter mg N Hs; nach 5 Std. 
infiltriert mit 0,05mol. CO(NHy)s . . . on 1,45 
= » 0,05mol. CO(NHo)y + 3% Avher . 5.2 


Die obigen Versuche iiber die Urease der Weizenkeimpflanzen 
fiihrten wir aus, um festzustellen, unter welchen Bedingungen eine 
mégliche NH,-Abspaltung am sichersten erfolgen wiirde und nach- 
zuweisen ware. 


Es wurden nun Acetamid und Butyramid untersucht. Uber die 
Spaltung dieser Stoffe durch Priparate aus héheren Pflanzen war bisher 
nichts sicheres bekannt®. Sie sind in den fraglichen Konzentrationen 


! Cl. Bernard, Anesthésie de la germination. Paris 1878. 

2 Diese Zeitschr. 16, 411, 1909. 

3 Planta 1, 507, 1926. 

4 Jahrb. f. wiss. Biol. 65, 643, 1926. 

5 ». Euler, Chemie der Enzyme, Verlag J. F. Bergmann, Miinchen 1927, 
Bd. II, 8. 376. 
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nicht giftig, permeieren leicht! und sind als N-Quellen fiir die Eiweib- 
synthese dem Carbamid? gleichwertig. Die Praparate wurden vor der 
Verwendung durch Umkristallisieren geceinigt. 


Versuch 6. 





Je 25g griine Blitter mg N Hz nach 5 Std. 
infiltriert mit H,O. Picton gd 0,3 
0,02 mol. CH; .CONH, 0.3 


Versuch 7. 





Je 25g griine Blatter mg NH; nach 5 Std 
infiltriert mit 0,0l1mol. CO(NHg)....-........ 1,4 
Dw, aeRO ey 6 ts sk es ws 0,3 


Versuch 8 

















Je 25g griine Blatter mg NH; nach 5 Std. 
infiltriert mit H,O+1% Ather . eae es 0,45 
. 0,03 mol. CH,. CONH, +1% Ather . . . 0,55 
Versuch 9. 
Je 25g griine Blatter mg N Hg nach 5 Std. 
infiltriert mit H,O + 3% Ather. . eo eee 0.1 
% 0,03 mol. € H,.CON iH, 4 a 3% Ather ... 0,1 
Versuch 10. 
Je 25g griine Blatter b] mg N Hg; nach 5 Std 
eg ee a ee 0,3 
® - 0,02 mol. CH, .OH,.CH,.CONH, .... 0,25 
Versuch 11. 
Je 25g griine Blatter mg N Hg; nach 5 Std 
infiltriert mit 0,02mol. CO(NHs),..........- 1,4 
0,04mol. CH,;.CH,.CH,.CONH, .... 0,3 
Versuch 12. 
Je 25g griine Blatter mg N H; nach 5Std. 
infiltriert mit H,O + 1% Ather . 0,3 
2 0,03 mol. CH; . CH, .CH, .CONH,+1% Ather 0,3 


1 Vgl. z. B. Baérlund, Acta Botanica Fennica 5, 15, 87, 1929. 
2 Biérkstén, |. ¢. 
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Rolle des Ammoniaks bei der EiweiSsynthese héherer Pflanzen. 445 


Aus obigen Versuchen geht hervor, dali Ammoniak aus Acet- 
amid oder Butyramid von Weizenkeimpflanzen nicht abgespalten wird. 
Auch die Méglichkeit, daB gebildete unbedeutende Ammoniakmengen 
fir die EiweiBsynthese verbraucht werden und deshalb nicht nach- 
gewiesen werden kénnten, diirfte durch die Versuche an narkotisierten 
Zellen ziemlich eingeschrankt sein. Da Acetamid und Butyramid als 
N-Quellen fiir die EiweiBsynthese dem Carbamid gleichwertig sind 
(Bjérkstén, 1.c. 8.45), diirfte die Annahme berechtigt sein, daB 
Ammoniak als Zwischenprodukt bei der Eiweibsynthese héherer 
Pflanzen nicht die wesentliche, direkte Rolle spielt, daB dagegen 
Aminosauren, durch eine Reaktion entstehen kénnen, an der die Amide 
als solche beteiligt sind. Diese Méglichkeit hat der eine von uns schon 
friiher betont (l.c. S. 74). 


Es diirfte jetzt angebracht sein, eine Arbeitshypothese iiber eine 
derartige Reaktion mitzuteilen. 


Es ist nachgewiesen!, daB ein Amid als N- Quelle fiir die Eiweib- 
synthese viel besser verwertet wird, als ein Amin mit ebenso langer 
C-Kette. Dieses ist unserer Ansicht nach so zu deuten, daB bei den 
Amiden eine Doppelbindung zwischen einem C- und einem N-Atom 
durch die Tautomerie entstehen kann, die verschiedene Anlagerungen 
ermoglicht. Aus Griinden, die der eine von uns schon mitteilte ( Bjdrkstén, 
l. ec. 8. 74), halten wir es fiir 4uBerst wahrscheinlich, daB Brenztrauben- 
siure vorzugsweise die andere an der Umsetzung beteiligte Verbindung 
ist. Die Reaktion denken wir uns folgendermaBben: 


CH, OH CH, OH CH, 
. ; 
R—C=NH + HO—C —~ R—-C—NH— — — R—C—NH—C —> 
| ’ | 
OH COOH OH COOH OH COOH 
OH CH, 
R—C + H,N—C 
oO COOH 


Die obige Hypothese stiitzt sich ferner auf den von Ruhland 
und Wenzel bei Begonia gefundenen innigen Zusammenhang zwischen 
Saure- und Stickstoffumsatz, sowie auf den von VM. Bergmann und 
Grafe® jiingst erbrachten Nachweis, daB bei der Einwirkung von Acet- 
amid auf Brenztraubensiure Derivate der x-Aminoacrylsadure gebildet 


1 Lutz, Bull. Soc. Bot. de France 1905, 8S. 194; Bidrkstén, 1. c. 
2 Ruhland u. Wenzel, Planta 1, 558, 1926. 
3 Bergmann u. Grafe, H. 187, 187, 1930. 
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werden. Die Existenz einer chemisch greifbaren Enolform der Brenz- 
traubensdure ist neuerdings durch eine Untersuchung von Jrene St. 
Neuberg! bewiesen. 

Zusammenfassung. 

Blatter von Weizenkeimpflanzen wurden auf die Fahigkeit gepriift, 
Ammoniak aus verschiedenen Amiden abzuspalten, die in sie hinein 
infiltriert waren. 

Die durch die Parenchymzellen der Blatter abgespaltete N H,-Menge 
war von der Konzentration der infiltrierten Carbamid-lésungen weit- 
gehend unabhangig. Durch Athernarkose wurde die nachweisbare 
NH,-Abspaltung aus Carbamid gesteigert, was nach den Arbeiten von 
Bernard, Butkewitsch, Mothes, Héfler und Weber zu erwarten war. 

Aus Acetamid und Butyramid fand aber unter denselben Versuchs- 
bedingungen keine N H,-Abspaltung statt. Auch bei ather-narkotisierten 
Pflanzen konnte keine NH,-Bildung aus diesen Amiden nachgewiesen 
werden. Da Acet- und Butyramid als N- Quellen fiir die EiweiBsynthese 
der Weizenkeimpflanzen ebenso gut wie Carbamid verwertbar sind, 
halten wir es fiir erwiesen, daB NH, keine wesentliche direkte Rolle 
hei der EiweiBsynthese héherer Pflanzen zu spielen braucht; als Arbeits- 
hypothese wird angenommen, da Brenztraubensiure mit Amiden 
unter Bildung von x-Aminoacrylsiure in angegebener Weise reagiert. 

Urease der Weizenkeimpflanzen konnte in PreBsaft oder Trocken- 
praparaten nicht nachgewiesen werden. 


1 Irene Stephanie Neuberg, diese Zeitschr. 219, 165, 1930. 
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Methodische Mitteilungen. XI. 


Von 


Ludwig Pineussen. 


Kine Methode zur Bestimmung an Eiweib gebundenen, 
ionisierten und metallischen Silbers in organischer Substanz. 


Von 
Wadim Roman!. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stidtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 3. Juli 1930.) 


Da wir das Verhalten eingespritzten Silbers unter verschiedenen 
Bedingungen im Organismus untersuchen wollten, bedurften wir 
hierzu zunachst einer Methode, die es erméglicht, nicht nur den Gesamt- 
gehalt an Silber in der betreffenden Substanz, sondern auch die Ver- 
ceilung desselben auf die méglichen Formen zu bestimmen. 

Spritzt man eine Silbersalzlésung oder kolloidal gelistes me- 
tallisches Silber in die Blutbahn ein, so werden sich voraussichtlich 
drei Formen desselben im Blute herausbilden. Die Haup menge des 
Silbersalzes wird naturgemaB sofort mit den Chlorionen des Serums 
unter Bildung unléslichen Chlorsilbers in Reaktion treten. Daneben 
jedoch kénnen noch weitere Reaktionen stattfinden, sei es, daB ein 
Teil des Silbers direkt mit den Eiweibkérpern des Blutes reagiert, 
sei es, daB jene ihrerseits wieder mit dem Chlorsilber eine Verbindung 
eingehen. In diesen beiden Fallen kann eine Eiwei8-Silberverbindung 
entstehen. Ob es sich hierbei um eine verhaltnismabig feste Adsorptions- 
verbindung oder ein Silberalbuminat oder etwas ahnliches handelt, 
ist bisher nicht bekannt und soll hier auch nicht weiter untersucht 
werden. AuBerdem kann dariiber hinaus dieses EiweiBsilber, wie wir 

1 Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt. 
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es weiterhin kurz nennen wollen, oder das Chlorsilber selbst zu metalli- 
schem Silber reduziert werden. 

Will man also das Verhalten des Silbers in der Blut bahn oder irgend- 
einem anderen Teil des Kérpers untersuchen, so wird man es in erster 
Linie mit folgenden drei Formen zu tun haben: 

A. Chlorsilber, 

B. EiweiBsilber, 

C. Metallisches Silber. 

Eine Trennung dieser drei Formen in organischem Material laBt 
sich, ohne eine Umwandlung derselben ineinander waihrend der Analyse 
befiirchten zu miissen, auf Grund folgender Eigenschaften dieser Sub- 
stanzen durchfiihren. Chlorsilber lést sich bekanntlich, ebenso wie 
Brom- und Jodsilber, in einer wasserigen Natriumthiosulfatlésung, 
welche ihrerseits wieder, vorausgesetzt, daB sie geniigend verdiinnt 
angewandt wird, das Untersuchungsmaterial nicht angreift. Weiterhin 
konnten wir feststellen, daB sich die Hauptmenge der Eiweib-Silber- 
Verbindungen in sehr verdiinntem Ammoniak auflést. Dies gilt sowohl 
fiir Eiweib-Silberverbindungen von der Art der pharmazeutischen Prapa- 
rate, wie Albargin oder Protargol, als auch fiir Caseinsilber, welches durch 
Fallung einer alkalischen Caseinlésung und nachherigem Auswaschen 
mit Wasser erhalten wurde, ebenso wie fiir EiweiBsilber, welches durch 
Fallung von bis zur Chlorfreiheit gegen Wasser dialysiertem Hiihner- 
eiweiB mit Silbernitratlésung hergestellt wurde. Ob auBerdem noch 
andersgeartete Silberverbindungen im Organismus entstehen, und ob 
diese sich eventuell nicht quantitativ in Ammoniak lésen, miissen wir 
dahingestellt sein lassen, jedoch glauben wir, mit unserer Methode 
jedenfalls die Hauptmenge der im Organismus entstehenden Silber- 
verbindungen, erfaBt zu haben. 


DaB das verdiinnte Ammoniak das Gewebe angreift, spielt an der 
Stelle des Analysenganges, an der es angewandt wird, keine Rolle mehr, 
da die Silbersalzverbindungen bereits vorher mit Thiosulfatlésung 
entfernt worden sind und das metallische Silber von Ammoniak be- 
stimmt nicht angegriffen wird und weitere Umwandlungen in diesem 
Stadium nicht mehr interessieren. 


Das Prinzip der getrennten Bestimmung ist also folgendes: 


Die Substanz wird zunachst langere Zeit mit verdiinnter Natrium- 
thiosulfatlésung zur Auflésung des Halogensilbers und, falls solche 
vorhanden sein sollten, der wasserléslichen, Silbersalze behandelt. Der 
Riickstand wird langere Zeit mit verdiinnter Ammoniaklésung zur 
Auflésung des EiweiBsilbers digeriert. Der nach Abtrennung der ammo- 
niakalischen Lésung verbleibende Rest enthalt das metallische Silber. 
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Durch Addition der drei so gefundenen Silbermengen erhalt man den 
Gesamtsilbergehalt der Analysensubstanz. 

Die Bestimmung des Silbers in jeder der drei so gewonnenen 
Fraktionen kann nun entweder nach unserer bereits friiher beschriebenen 
Methode! oder beim Vorhandensein nur sehr geringer Mengen Silber 
(unter 100) in jeder Fraktion auch auf eine einfachere, unten naher 
beschriebene Weise erfolgen. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 


Die anzuwendende Materialmenge richtet sich naturgemaiB nach 
ihrem Silbergehalt. Bei der Bestimmung des Silbers in Organen oder 
eventuell ganzen Tieren werden diese nach der Einwage in eisgekihlter 
Schale mit Kohlensaiure gefroren. Die gefrorene Substanz wird erst 
trocken, dann unter Zusatz von 5cem etwa n 10 Natriumthiosulfat- 
lésung méglichst fein zerrieben und dann mit fiinfmal 5 ccm Natrium- 
thiosulfatlésung in ein gerdéumiges Zentrifugenglas quantitativ iiber- 
gespilt. Bei der Analyse von Blut werden etwa 5ccm hiervon im 
Zentrifugenglas direkt mit 30 ccm Natriumthiosulfatlésung verriihrt. 
Diese Thiosulfataufschwemmung wird nach griindlichem Umriihren 
mit einem Glasstab an einem mdglichst dunklen und kiihlen Orte, 
am besten im Eisschrank, iiber Nacht stehengelassen. Nach etwa 
20 Stunden wird 10 Minuten scharf abzentrifugiert. Die iiberstehende 
triibe Lésung wird in ein anderes Zentrifugenglas abgegossen, in 
einem etwa 70° warmen Wasserbad zur Koagulation des fein verteilten 
Eiweibes stehengelassen und hierauf wieder abzentrifugiert. Die jetzt 
ziemlich klare tiberstehende Lésung wird in einen Erlenmeyerkolben 
abgegossen. Zum ersten Riickstand werden 5 ccm Natriumthiosulfat- 
lésung gegeben, nach griindlichem Umriihren abzentrifugiert, das 
Zentrifugat zum zweiten Riickstand gegeben, nétigenfalls noch einmal 
koagulieren gelassen und nach Umriihren ebenfalls abzentrifugiert. 
Das Zentrifugat wird zum ersten Zentrifugat in den Erlenmeyerkolben 
gegossen (Fraktion A, anorganische Silberverbindungen). 

Fraktion B, Eiweibsilber: Zu jedem der Riickstaénde werden je 
5ccm Ammoniaklésung gegeben und nach Umriihren wieder itiber Nacht 
im Eisschrank stehengelassen. Nach etwa 20 Stunden werden die beiden 
Ammoniakaufschwemmungen in ein Zentrifugenglas zusammengegossen 
und etwa 20 Minuten scharf abzentrifugiert. Das Zentrifugat wird 
mit einer Saugpipette in einen Erlenmeyerkolben abgehebert. Der 
Riickstand wird abermals mit 5ccem 5°, iger Ammoniaklésung ver- 
setzt, nach Umriihren scharf abzentrifugiert und das Zentrifugat wieder 
in denselben Erlenmeyerkolben abgehebert. Die Prozedur wird noch 


1 Pregl-Festschrift, Mikrochemie 1929, 8. 296. 
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weitere drei Male wiederholt, bloB muB jedesmal etwas linger zentri- 
fugiert werden, da sich durch die dauernde Einwirkung des Ammoniaks 
auf die Gewebssubstanz vielfach Stoffe schleimiger Konsistenz lésen, 
die entfernt werden miissen, weil sie eine scharfe Trennung erschweren. 
Aus diesem Grunde ist auch die Anwendung dieser Methode fiir Bestim- 
mung des Silbers im Gehirn mit Schwierigkeiten verkniipft. 

Fraktion C: Der Riickstand von der Ammoniakextraktion enthalt 
das metallische Silber. Er wicd auf dem Wasserbad erhitzt, bis er 
trocken geworden ist, und dann auf einem heifen Sandbad verkohlt. 
Die Fraktionen A und B werden gleichfalls auf dem Wasserbad zur 
Trockne gedampft und auf einem heiben Sandbad verkohlt. 

Nach Abkiihlen wird der kohlige Riickstand mit halogenfreier 
Salpetersiure und Perhydrol zur Trockne gedampft. Nach Abkiihlen 
wird wieder neue Salpetersdure und neues Perhydrol zugegeben und dieses 
so lange fortgesetzt, bis die Lésung wei} geworden ist, jedoch mindestens 
dreimal. Auf diese Weise wird die gesamte organische Substanz ver- 
ascht, und bei der kleinen vorhandenen Menge Silbers dieses durch 
die wiederholte Einwirkung des groBen Uberschusses an ©xvdations- 
mitteln bei ziemlich hoher Temperatur quantitativ zu Silbernitrat 
oxydiert, wobei das Halogen verjagt wird, auch wenn das Silber als 
Halogensilber vorlag. Hierauf wird der nunmehr weibe Riickstand 
mit Wasser aufgenommen und so lange zur Trockne gedampft, bis er 
nicht mehr nach Saure riecht. Dieses ist notwendig, um eine einiger- 
maBen genaue Dosierung der Séuremenge fiir die Titration zu ermég- 
lichen. Nachdem nun saurefrei gedampft ist, wird der Riickstand mit 
einigen Tropfen verdiinnter (1:3) halogenfreier Salpetersdiure auf- 
genommen und nach Zusatz einiger Kérnchen Eisenammonalaun mit 
n/1000 Ammoniumrhodanidlésung wie iiblich titriert. 1 ccm der n/1000 
Fhodanlosung entsprechen 107. 7 Silber. 

Bei der Bestimmung von Silber in roten Blutkérperchen wird die 
Lésung bei der Veraschung niemals vollstandig wei, sondern bleibt 
durch ihren verhaltnismaBig hohen Eisengehalt stets ein wenig gelb. 
Dieses stért jedoch nicht, nur eriibrigt es sich in diesem Falle, riir die 
Titration noch einmal Eisensalz zuzusetzen. 


Testanalysen, 

I. Zweimal je 1 cem n/1000 AgNO, wurden mit iiberschiissiger Salz- 
siure gefallt, abzentrifugiert, sorgfaltig mit Wasser bis zur Chlorfreiheit 
gewaschen, in Natriumthiosulfatlésung gelést und ergaben: 

0,99 cem n/1000 NH,SCN 106,8 » Ag, 
1,00 ,, n/1000 NH,SCN 107,9 y-Ag. 


IT. Zweimal je 2 cem einer 0,5°, igen Caseinlésung wurden mit je 1 cem 
n/100 AgNO, gefallt, abzentrifugiert, mit Wasser wiederholt ausgewaschen 
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ind die Waschwasser mit der ersten iiberstehenden Fliissigkeit vereinigt. 
In dieser fand sich: 

la 6,05 cem NH,SCN 653,6 y Ag, 

2a 5,98 ,. NH,SCN 645 y Ag, 


verbleiben theoretisch an Silber im Casein: 


Lb 425,2 y Ag, 
2b 433.8 y Ag. 


4 


Es ergab sich: 


lb = 3,93cem NH,SCN = 424 y Ag, 
2b = 4,01 ,, NH,SCN = 433 » Ag. 


I1f. A. Zweimal je l ecm n/1000 AgNO, wurden mit Salzsaure gefallt, 
abzentrifugiert, sorgfaltig mit Wasser bis zur Chlorfreiheit gewaschen. 
B. Zweimal je 0,5 ccm 0,5°,ige Caseinlésung wurden mit je 1 ccm 
n/1000 AgN O, gefallt, abzentrifugiert und ausgewaschen. Die mit der ersten 
iiberstehenden Fliissigkeit vereinigten Waschwiisser enthielten: 
l. 0,387 com NH,SCN 40 y» Ag, 
2. 0,41 ,, NH,SCN 44 y Ag. 
Al und 2 wurden mit den Riickstinden von B1 und 2 vereinigt, 
analysiert, und ergaben: 


la 0,99 com NH,SCN 107 y Ag ~ (107,88 y Ag\ 4) 

. oi. ‘ s AgCl, 
2a 100 , NH,SCN 107,9 y Ag| SEZ pore 88 y Ag | om Ag 
lb = 0,62 ,, NH,SCN 67 y Ag] test | 67,88 y Ag ) als EiweiB- 
2b 0,60 , NH,SCN 65 y Ag 3.8 88 y Ag } Ag. 


Zwei frische Leberschnitte von 200 4” Dicke und etwa 1 qem GréBe 
wurden 4 Stunden in je 10 cem n/100 AgNO, im Eisschrank liegengelassen. 
Nach 4 Stunden wurden die Schnitte herausgenommen und in Wasser ab- 
gespiilt. Es wurde der Silbergehalt der Schnitte in drei Fraktionen und der 
Gesamtsilbergehalt der zuriickgebliebenen Lésung fiir sich bestimmt. Es 
wurde gefunden: 


Im 1. Schnitt: A 146cem NH,SCN 157 y Ag, 

B 0,12 ,» NHSCN l3 y Ag, 

Cc 0,15 ,, NH,SCN 16 y Ag, 

zusammen : 1,73 ... NH,SCN 186 y Av. 
Uberstehende Lésung: 8,27 , NH,SCN 892 y Ag 
Im 2. Schnitt: A 142 , NH,SCN 153 y Ag, 
B=0,13 , NH,SCN 14» Ag, 

, 0,15 , NH,SCN 16 y Ag, 

zusammen : 170 , NH,SCN 183 y Ag. 
Uberstehende Lésung: 8,30 , NH,SCN 895 y Ag. 


Zusammenfassung. 


Es wird festgestellt, daB sich die meisten Verbindungen von Silber 
mit EiweiBkérpern in verdiinntem Ammoniak lésen. Auf Grund dieser 
Tatsache wird eine Methode angegeben, die es erméglicht, die sich bei 
Einspritzung von Silber im Organismus bildenden drei Fraktionen 
in einem Analysengang zu bestimmen. 








Uber willkiirlich beeinflubte asymmetrische Spaltung 
der d,1l-Borneol-phosphorsiure durch Hefen- 
sowie Taka-phosphatase. 


Von 
Masahiko Kuroya. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1930.) 


Eine sehr auffallende Erscheinung, die in den letzten Jahren viel- 
fach beobachtet worden ist, besteht darin, dab die fermentative Dis- 
mutation von «-Ketonaldehyden zu «-Oxy-sduren trotz quantitativen 
Verlaufs nur zu einer der beiden méglichen optisch aktiven Formen 
fiihrt!. Dabei kénnen je nach Wahl des biologischen Objekts aus dem 
gleichen Substrat Oxysiuren von entgegengesetztem Drehungssinn 
hervorgehen. Die Annahme?, daB es sich hierbei nicht eigentlich um 
verschiedene Enzyme in den betreffenden Zellarten handelt, sondern 
um eine richtende Wirkung von speziellen, das Ferment begleitenden 
Zellinhaltsstoffen, hat unlangst eine Stiitze durch wichtige Unter- 
suchunzen von Bamann und Laeverenz*® erfahren. Diese Autoren 
haben Gimlich gezeigt, daB die bekannte, von Dakin‘ aufgefundene und 
insbesondere durch Willstdtter® und seine Mitarbeiter eingehend er- 
forschte asymmetrische Zerlegung von Mandelsiure-estern durch einen 
besonders zugefiigten optisch aktiven Fremdkérper (Alkaloid) in dem 
Sinne beeinfluBt wird, daB die optische Drehkraft der abgespaltenen 


1 Literatur siehe bei C. Neuberg u. E. Simon in Oppenheimer-Pin- 
cussen, Methodik der Fermente IIT, 8. 1311, 1928 und weitere Mitteilungen 
in dieser Zeitschrift. 

2 P. Mayer, diese Zeitschr. 174, 421, 1926; C. Neuberg u. M. Kobel, 
Ann. Acad. Fennicae [A] 29, Nr. 8, 1927; E. Molinari, diese Zeitschr. 216, 
192, 1929; BE. Widmann, ebendaselbst 216, 476, 1929. 

3 EB. Bamann u. P. Laeverenz, B. 68, 394, 1930. 

4 H. D. Dakin, Journ. of Physiol. 30, 253, 1904; 32, 199, 1905. 

5 R. Willstdtter u. F. Memmen, H. 138, 216, 1924; R. Willstdtter, 
F. Haurowitz u. F. Memmen, H. 140, 203, 1924; R. Willstdtter u. H. Kuma- 
gawa, H. 146, 151, 1925; siehe ferner die Zusammenfassung von R. Ammon, 
Fermentforsch. 11, 459, 1930. 
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Saure verdindert wird und in einigen Fallen sogar eine Umkehr des 
Ablenkungs-sinns erleiden kann. 

Ein kiinstlicher Eingriff in die friiher als konstant geltende stereo- 
chemische Spezifitat eines Ferments erscheint bedeutungsvoll. Die 
Verwirklichung dieses Vorgangs durch Bamann und Laeverenz bezieht 
sich auf das Verhalten der Sdure-komponente eines Esters. Den Gegen- 
stand der folgenden Mitteilung bildet eine Untersuchung dariiber, ob 
eine willkiirliche Beeinflussung des Drehungssinns bei der fermenta- 
tiven Hydrolyse von Derivaten racemischer Alkohole méglich ist. 

Das erste brauchbare Verfahren der enzymatischen Spaltung ver- 
esterter racemischer Alkohole wurde von C. Neuberg, J. Wagner und 
K. P. Jacobsohn* angegeben. Sie fanden im d,]-Borneol-mono-phosphat 
ein leicht durch Synthese beschaffbares Substrat. Bei der hohen 

3 optischen Aktivitat, die den Antipoden dieses sekundiren Alkohols 
eigen ist, sowie bei der Leichtigkeit, mit der sich dieselben aus den 
Produkten der enzymatischen Hydrolyse isolieren lassen, hat man in 
iol. der d,1-Borneol-phosphorsaure ein in vieler Hinsicht geeignetes Versuchs- 
Diis- material zur Verfiigung. Die Effekte, die man mit Phosphatase erzielt, 
sind erheblicher als die, welche mit einer anderen Esterase, der 


ven 

‘nian Sulfatase, bislang erreicht worden sind?. 

ais In diesem Zusammenhang ist darauf hinzuweisen, dab gerade mit 

jon der Phosphatase auch die ersten biochemischen Darstellungen asym- 

i metrischer Ester® gegliickt sind, bei deren Erzeugnissen das Asymmetrie- 

loon zentrum in der alkoholischen Komponente gelegen ist. 

den In der vorliegenden Studie habe ich zuniachst festgestellt, dab 

ter- in der Hefe eine auf Borneol-phosphorsdure einwirkende Phosphatase 

ren zugegen ist. Fir diesen ,Organismus war bisher hauptsichlich ein 

und Spaltungsvermégen gegeniiber den Phosphorsaure-estern des Glycerins * 

er- und der Zuckerarten ermittelt. Ich fand nun, daB auch Phosphorsiure- 

nen ester aus der hydroaromatischen Gruppe, wie die Bornéol-mono- 

lem phosphorsauren, von Hefe zerlegt werden. Die Hydrolyse kann einfach 

nen mit frischer Hefe vorgenommen werden. Der Zusatz eines Antisepticums 
ertibrigt sich, weil das bald in den Versuchen abgespaltene Borneol 

Pin- 

wen ' C. Neuberg, J. Wagner u. K. P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 188, 227, 
1927. Auch in der aliphatischen Reihe, bei der sek. n-Amyl-phosphorsaure, 

obel, ist von C. Neuberg u. K. P. Jacobsohn (diese Zeitschr. 199, 504, 1928) 

g 

216, die durch Taka-esterase bewirkte asymmetrische Spaltung des racemischen 
Alkohols festgestellt worden. 

2 Cl. Fromageot, diese Zeitschr. 208, 482 und 490, 1929. 

* 8. u. Th. Posternak, C. r. 186, 261, 1928; Helv. 12, 1165, 1929, 
itter, und besonders B. Suzuki u. T. Maruyama, Proc. Imp. Acad. 6, Februar- 
ima - heft, 1930. 
non, 4 C. Neuberg u. L. Karczag, diese Zeitschr. 36, 64, 1911; vgl. auch 


S. Akamatsu, ebendaselbst 142, 184, 1923. 
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ein hinreichendes Desinfiziens ist; in keinem Falle trat Faulnis ein. 
Verwendet habe ich technische Reinkulturen von Oberhefe und Unter- 
hefe; bei der von mir gewahlten Versuchsanordnung erwies sich die 
obergarige Hefe als brauchbarer. Die durch Sinnerhefe leicht zu be- 
wirkende Zerlegung tritt etwa zu 90°, der Theorie ein; verschiedene 
Zuchten desselben Erregers wirkten verschieden schnell. 

Genau wie vor Jahren von Neuberg, Wagner und Jacobsohn (a. a. O.) 
fiir Taka-phosphatase dargetan worden war, weist das durch Hefen- 
phosphatase aus d,l-Borneol-phosphorsdure abgespaltene Borneol optische 
Aktivitat auf. Sofern man den Versuch rechtzeitig unterbricht, ist 
ebenso wie bei der Taka-phosphatase die erste sich abscheidende 
Fraktion nach etwa 50 °,iger Spaltung lavogyr, wahrend bei den héchsten 
Spaltungsgraden die Drehung nach rechts umschlaigt. Es ergibt sich 
also unter Mitberiicksichtigung der Resultate von A. Gualdi', daB diese 
Esterase an sich trotz ihrer verschiedenen Herkunft — von Aspergillus 
oryzae, tierischen Geweben sowie Hefen bisher stereochemisch 
gleiche Orientierung gezeigt hat, wenigstens im natiirlichen, nicht ge- 
reinigten Zustande. 

Dann ging ich dazu tiber, in dem zuvor erwaihnten Sinne eine 
kiinstliche Beeinflussung der Ablenkungs-richtung fiir den durch Phos- 
phatase aus d, l- Borneol-phosphorsaure abspaltbaren sekundaren Alkohol 
herbeizufiihren. Hierzu bewahrte sich mir, wie Bamann und Laeverenz, 
das Alkaloid Strychnin. 

Fiir die Taka-phosphatase zeigte sich dabei folgendes: Bei an- 
genahert gleichem Spaltungsgrad, gemessen an der in Freiheit gesetzten 
Quantitat Phosphorsaiure, auBerte das Alkaloid unter den von mir 
innegehaltenen Bedingungen den Effekt, daB die optische Aktivitat 
im Vergleich zum alkaloidfreien Normalversuch stark in Mitleidenschaft 
gezogen wurde. Das spezifische Drehungsvermégen des aus dem Ester 
des racemischen Alkohols entstandenen Borneols war im Alkaloid- 
versuch geringer. Die Zugabe des Strychnins kann sogar den fiir 
gewohnlich auftretenden Drehungsumschlag des enzymatisch _los- 
gelésten aktiven Borneols vereiteln, von dem normalerweise zunachst 
die lavogyre und bei fortgeschrittener Hydrolyse die dextrogyre Form 
isoliert wird. Im Alkaloid-versuch habe ich ausnahmslos nur lavogyres 
Borneol abzuscheiden vermocht. 

Bei der Hefe liegen die Verhaltnisse so, daB bei vergleichbaren 
mittleren Spaltungsgraden die Drehung des frei gewordenen Borneols im 
Alkaloid-versuch geringer wer, und bei hohem Spaltungsumfang gelang 
mir der Nachweis, daB die Drehung im alkaloidfreien und im alkaloid- 
haltigen Ansatz umgekehrt war. 


1 4. Gualdi, diese Zeitschr. 205, 320, 1929. 
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Es handelt sich bei diesen Versuchen um keinen Eingriff an den 
Asymmetriezentren des Borneol-molekiils, sondern es wird der Unter- 
schied in der Spaltungsgeschwindigkeit von Rechts- und Linksform 
verschoben. Der gleiche Spaltungsgrad wird namlich bei den alkaloid- 
freien und alkaloidhaltigen Ansaitzen zu verschiedenen Zeiten erreicht. 
Im Strychnin-versuch wird die Spaltung verzégert, und in dieser langeren 
Periode wird das normaliter sich offenbarende scharfe stereochemische 
Auswahlungsvermégen des Ferments alteriert. Man kann somit fiir 
diese Esterase willkiirlich die stereochemischen Verhdltnisse in bezug 
auf die alkoholische Komponente des Substrats abdndern. 


In Angriff genommen sind Versuche, um die asymmetrischen 
Dismutationen sowie die asymmetrische Spaltung! der im Aglykon 
racemischen Glucoside zu beeinflussen durch optisch aktive Zellinhalts- 
massen, die von den Alkaloiden verschieden sind, z. B. durch Proteine 
und ihre Abbauprodukte usw. Die Experimente sollen dazu_bei- 
tragen, den anfangs erwahnten, vollig einseitig gerichteten Verlauf 
der Dismutationen besser zu erklaren. Die bisher erzielten Ergebnisse 
kann man den nachstehenden Ausziigen der Versuchsprotokolle ent- 
nehmen. 


Experimenteller Teil. 


Die synthetische Darstellung der d, 1-Mono-borneol-phosphorsaure 
erfolgte mit reinem d,1-Borneol nach den Angaben von Neubherg, 
Wagner und Jacobsohn (a. a. O.). Zur Erzielung einer guten Ausbeute 
ist es notwendig, das erste, noch andere Phosphorséure-verbindungen 
einschlieBende Rohprodukt sowie das aus Kalilauge mit Schwefel- 
siure wieder ausgefillte Produkt ganz griindlich iiber Phosphor- 
pentoxyd und Paraffin zu trocknen, was mehrere Tage erfordert. 
Die von den Reinigungsoperationen anhaftenden Spuren Pyridin und 
Ather miissen vor der Behandlung mit Benzol plus Petrolither voll- 
kommen entfernt sein. Die freie Siure wurde fiir die Ferment versuche 
mit verdiinnter Kalilauge in das leicht wasserlésliche Di-kaliumsalz, 
C,,H,; . PO,K,, verwandelt. In der auf einen Gehalt von etwa 1°, 
gebrachten Fliissigkeit wurde mit Essigsiure ein py vor 7,2 hergestellt. 
Als Fermentmaterial diente obergiarige Hefe (Sinner) sowie untergirige 
Bierhefe (Schultheiss-Patzenhofer). Bei letzterer beschrinkte ich mich 
auf die Feststellung des Phosphat-abspaltungs-vermégens. Die Ansitze 
wurden stets im Brutschrank bei 37° belassen. Das enzymatisch aus 
organischer Bindung in Freiheit gesetzte Phosphat wurde kolorimetrisch 
ermittelt. 


1 C. Neuberg, K. P. Jacobsohn u. J. Wagner, Fermentforsch. 10, 
491, 1929. 
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I. Vergleichende Spaltungsversuche mit Sinner- und Patzenhofer-Hefe. 
1. 10cem K-Salz-l6sung (1°, freier Saure entsprechend), 
40 ., Wasser, 
2g Sinner Hefe. 
2. 10 cem K-Salz-lésung, 
40 ., Wasser, 
2g Patzenhofer Hefe. 
3. 10cem K-Salz-lésung, 
10 ,, Citrat-puffer?, 
30 °° Wasser, 
22g Sinner-Hetfe. 
4. lOcem K-Salz-lésung, 
10 ,, Citrat-pufter, 
30 ,, Wasser, 
22g Patzenhofer Hefe. 
5. 10cem Citrat-puffer, 
40 ., Wasser, 
2¢g Sinner Hefe. 
6. 10cem Citrat-puffer, 
40 ,, Wasser, 
2¢g Patzenhofer Hefe. 


Tabelle I. 





Aus leem Liésung abgespaltene Menge P in mg 




















Zeit —_—_—_—— ——— ———— _ 
I I Ill IV V VI 
Anfangs ... 0,0735 0,0714 0,0714 0.0714 0.0510 0.0522 
Nach 3 Std. . 0.2500 0,1587 0.2381 0.1515 0.0833 0.0806 
or, ‘ 0,3332 0.2174 0,3224 0,2002 0.1351 0.1042 
. a ~ 0.3704 0,2632 0,3636 0.2362 0.1563 0.1163 
ae 0.3703 0,2632 0.3640 02380 0.1567 0.1163 
120 , ‘ 0.3709 0,2942 0.3644 0,2632 0,1568 0,1250 
Hydrolyse in °/, 
Zeit ——— 
I II tl IV 
Anfangs . Bg Ng gr — _ _— 
Nach 5 Std...... 55.8 22.5 50.2 19,8 
— ee eee ee 67,9 36,1 64,2 29.3 
2 SS ae 74,1 49.0 71,9 38,7 
oS oe 74,1 49.0 71,9 39,3 
I viel ina sige Se he a 74,1 57,6 72,0 45,7 


(Die in den Kontrollen erhaltene Phosphor-menge ist stets bei der 
Berechnung des Hydrolysen-grades beriicksichtigt.) 

Aus der Tabelle ergibt sich folgendes: Mono-borneol-phosphorsaures 
Kalium wird durch die obergarige Sinner-Hefe schneller und in héherem 


' Hergestellt aus m/10 sekundarem Natriumcitrat und m/10 NaOH; 
bei Anwendung von 5,25cem Natriumcitrat + 4,75cem NaOH betrug 
das po = 6,56. 
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Grade gespalten als durch die untergarige Patzenhofer Hefe. Die An- 
wendung von Citrat-puffer war ohne erkennbar férdernden EinfluB auf 
die Hydrolyse durch die Phosphatase der beiden Hefenarten. 

Die quantitativen Versuche wurden daher in pufterfreier Lésung 
mit Sinner-Hefe vorgenommen. 


Tl. Spaltungsve rsuch mit Sinner-He le. 

l. lOecem K-Salz-losung (1°, freier Saéure entsprechend), 

40 ., Wasser, 

2¢g Sinner-Hefe, 

0,5 cem Toluol. 
2. 50cem Wasser, 

2¢g Hefe, 
0.5 cem Toluol. 
3. lO0cem K-Salz-lésung, 

40 ., Wasser, 

0,5cem Toluol. 

Tabelle 11. 








Aus 1 ccm Lésung abgespaltene 





Zeit Menge P in mg hee soak emiegel “io 
I I] I I] 
I a ss ek 0,057 0,050 
Nach 1*/, Std... .. 0,138 0,950 31,0 
ll) 0,218 0,116 37,0 
~~ Bees os 0,250 0,142 39.2 - 
- Bi & ees 0,286 0.156 47,6 
. 4 , 0,308 0.160 54.6 . 
a eee re 0,366 0,161 75.5 
—:. pew % 0,385 0,172 79,2 — 
ca. « near a 0,400 0,167 88,2 


Die verwendete Hefen-probe wirkte langsamer phosphatatisch als 
das fiir die Serie I und III] zu anderen Zwecken bezogene Material. 


III. Quantitativer Spaltungsversuch mit Sinner-Hefe. 


1. 350 cem K-Salz-lésung (1°, freier Saure entsprechend), 


50 g Sinner-Hete. 
2. 350 cem Wasser, 
50 g Sinner-Hefe, 


2,5 cem Toluol. 

Die Isolierung des Borneols ist bei Verwendung von ganzen Hefen- 
zellen umstandlicher als bei der Benutzung von gelésten Fermenten; 
sie geschah in folgender Weise. Das gesamte Reaktionsgemisch wurde 
der Wasserdampfdestillation unterworfen. Die Hauptmenge des dabei 
ibergetriebenen Borneols, die im Kihler geblieben war, wurde mit 
Ather in einen Scheidetrichter tibergefiihrt, in dem das wiasserige 
Destillat aufgefangen war. Nach dem Ausschiitteln wurde die atherische 
Lésung mit gegliihtem Natriumsulfat getrocknet und der Ather alsdann 
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aus einem zuvor gewogenen Kélbchen verdunstet. Das auskristallisierte 

3orneol wurde im Exsikkator tiber P,O; nebst Paraffin griindlich 
getrocknet, gewogen und auf seinen Schmelzpunkt gepriift ; dann wurde 
es in absolutem Akohol polarisiert. 

Der Riickstand der Wasserdampfdestillation wurde zentritugiert, 
die jetzt schwach sauer reagierende Fliissigkeit mit Kalilauge wieder auf 
pu = 7,2 gebracht und mit 50 g frischer Hefe versetzt. Die zur Ab- 
trennung der zweiten Borneol-fraktion vorgenommene Wasserdampf- 
destillation erfolgte ebenso wie die erste. 


Tabelle 111. 





Aus 1 ecm Lisung abgespaltene 


; war 
Menge P in mg Hydrolyse in 


Zeit estes. 4 a a ae, ee, vee eer oh a 
I Ul I Il 
Ms 5c ew te ie 0,2001 0,1613 - — 
Nech 4 Std...... 0,9260 0,1961 55,3 — 
Vor dem Zusatz von 
neuer Hefe .... 0.5556* 0,1428* 71,5** = 
ads Eee . ws 0,8622 0,3120 97,0 — 


* Die niedrigen Phosphor-werte erkliren sich durch eine Erhéhung des Fliissigkeits- 
volumens bei der Wasserdampfdestillation von 350 auf 810 cem. 
** Unspezifische Spaltung durch Wasserdampfdestillation = 16,2 °/». 
Fraktion I. 
Nach 4 Stunden (Spaltung 71,5°,*) 1,3973 g Borneol. Aus Methyl- 
alkohol und Wasser umgefallt F. 202°. 


[alp = — 11,599 
(a = — 0,939, 1 = 2, c = 4,012). 
* Wegen partieller unspezifischer Spaltung durch die lange Wasserdampfdestillation 
siehe oben. 
Fraktion I]. 
Nach 18 Stunden (Spaltung' 97,0°,) 0.3087 g Borneol. F. 198°. 
[alyp = + 15,86° 
(a = + 0,66, 1 = 1, c = 4,16). 
3,5 g Borneol-phosphorsiure kénnen bei einer Spaltung von 97° 
2,19 g Borneo] liefern; isoliert wurden 1,71 g reiner Substanz. 


Oo 


IV. Einwirkung von Strychnin auf die Spaltung von Mono-borneol-phosphor- 
sdure durch Taka-phosphatase. 

Zu den Versuchen dienten in den einzelnen Serien verschiedene Pra- 

parate von Taka-phosphatase. Die Temperatur wurde stets auf 37° gehalten. 
1. 200 cem K-Salz-lésung (1°, freier Saure entsprechend), 

80 ,, 1,5°% ige Taka-phosphatase-lésung, 

120 ,, Wasser. 

200 ccm K-Salz-lésung (1° freier Saure entsprechend), 

80 .,  1,5°,ige Taka-phosphatase-lésung, 

3,144 g Strychnin-sulfat in 120 ccm Wasser. 

3. 10ceem 1,5°,ige Taka-phosphatase-lésung, 

40 ,, Wasser. 


9 
-- 
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Tabelle IV. 





Aus lcem Lisung abgespaltene 
cem Lésung abgespalten Hydrolyse in °/, 


Zeit Menge P in mg 
oo tae fica 1 I fT 11 
PS ee 0,1666 0,1333 0,1087 — - 
Nach 3S8td..... 0.5320 0,1818 0,1082 56,2 7.4 
<< BE é 0s 0.6778 0,3333 0.1111 78,6 30,1 - 
s 1s. . 0,7142 0.4545 0.1136 84,2 49.4 
a ga gg” og 0.7140 0.4808 0,1138 $4.2 53.5 - 
2 a hae. een _— 0.5000 0.1135 — 56.4 — 
a ee ee ~ 0,5320 0,1139 — 61,3 _ 


Die Phosphor-bestimmungen im Alkaloid-ansatz wurden folgender- 
maBen ausgefiihrt : 

Bestimmte Mengen, z. B. 2,0 com, der Reaktionsfliissigkeit wurden mit 
Ammoniak zur Austaillung des Alkaloids geschiittelt und 15 Minuten lang 
abgekiihlt. Das Filtrat wurde mit Schwetelsaiure neutralisiert, auf ein ge- 
messenes Volumen gebracht und alsdann in gewéhnlicher Weise kolori- 
metriert. 

Die Isolierung des ausgeschiedenen Borneols geschah in der schon von 
Neuberg, Wagner und Jacobsohn (1. c.) angegebenen Weise. Strychnin ist 
nicht fliichtig. 

Fraktion I. 
1. Ohne Alkaloid. Nach 3 Stunden (Spaltung 56,2°%,) 0.6266 g Borneol. 


F. 203°. [alp 4,379 
(a - 0,35°, 1 2, c€ 4,008). 
2. Mit Alkaloid. Nach 24 Stunden (Spaltung 30,1°,) 0,4792g Borneol. 
F. 201°. [alp 1,24° 
(a — 0,10°, 1 2, ¢ 4,034). 


Fraktion 11. 
1. Ohne Alkaloid. Nach 4 Tagen (Spaltung 84,2°,) 0,1910g Borneol. 


F. 198°. [alp _ 5.220 
(x + 0,429, 1 z, c 4,025). 

2. Mit Alkaloid. Nach 5 Tagen (Spaltung 56,4%) 0,5274g Borneol. 
F. 199 bis 200°. [alp = — 0,62° : 
(2 = — 0,05°, 1 = 2, c = 4,06). 


Wie man sieht, variieren die Drehungen bei gleichem Spaltungsgrad 
(56,2°,, im Normalversuch und 56,4°, im Alkaloidversuch) ganz 
bedeutend. 

ff 
1. 250cem K-Salz-lésung (1°, freier Saure entsprechend), 
100 ,, = 1,5°% ige Taka-phosphatase-lésung, 
150 ,, Wasser. 
2. 250cem K-Salz-lésung (1°, freier Siure entsprechend), 
100 ,,  1,5°,ige Taka-phosphatase-lésung, 
2,62 g Strychnin-sulfat in 150 cem Wasser. 


3. 10ccm 1,5°,ige Taka-phosphatase-lésung, 
40 ,, Wasser. 
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Tabelle V. 





Aus leem Lisung abgespaltene 


se j 0 
Zeit Menge P in mg Hydrolyse in %o 


iE 1 ul I rT I 


Anfangs ..... 0.1666 O,1111 0,0980 — “ ~— 


Nach 2Std.. .. . 0.4001 0.1852 0,1042 =. 85.9 11,4 
, 1Tag ... | 06755 | 0.4166 | 01063 783 45,7 - 
2Tagen .. 0,6757 00,4652 | 0,1087 = 78,3 54,1 “ 
* 4 Ye ee — 0.5404 0.1088 -- 65.6 _ 
ye UE ees tare ~ 0.5406 | 01102 - 65,6 - 


Fraktion I. 


1. Ohne Alkaloid. Nach 2 Stunden (Spaltung 35,9°% ) 0,5205g Borneol. 


F. 201°. [«]p 4,95° 
(a 0,40°, 1 2, ¢ 4,04). 
2. Mit Alkaloid. Nach 24 Stunden (Spaltung 45,7°,) 0,5876g Borneol. 
F. 199 bis 200°. [alp 0,87° 
(m 0.07%, I 2, Cc 4,02). 


Fraktion I]. 
1. Ohne Alkaloid. Nach 48 Stunden (Spaltung 78,3°, ) 0,5027g Borneol. 


F. 202°. [a]p + 1,87° 
(a + 0,159, 1 2, c 4,008). 
2. Mit Alkaloid. Nach 4 Tagen (Spaltung 65,6°,) 0,4260 g Borneol. 
F. 195°, [a|p + (° 


(a + 90°, ] 2, c = 4,16). 
Isoliert wurden in toto beim Normalversuch 1,04 g und im Alkaloid- 
versuch 1,01 g Borneol. 
rd. 
Ocem K-Salz-lésung (1°, freier Saure entsprechend), 


_ 
bo 
or 


wt 





7: 2,0°,ige Taka-phosphatase-lésung, 
175 Wasser. 
2. 250 cem K-Salz-lésung (1°, freier Saéiure entsprechend), 
75 2,0°ige Taka-phosphatase-lésung, 
2,62 g Strychnin-sulfat in 150 cem Wasser, 
25 ccm Wasser. 
3. 7,5 cem 2° ige Taka-phosphatase-lésung, 
42,5 Wasser. 
Tabelle VI. 
lien Aus ie \ Tre Hydrolyse in °/o 
I I] Ill I II Ii] 
a 0.1202 00,1009 0,0972 _ — 
Nach 3Std.. ... 0,3030 60,1212  0,0986 28,1 3,3 
ie Le ere ee 0,5830 — 0,1061 71,2 — 
oO ae - 0,2702  =.0,1063 — 26,2 — 
» weep .. — 0,3572  0,1068 — 39,6 ~- 
se ewe oe 0,5003 -- — 61,5 
Bee iets te — 0,5225 0,1093 _ 65,0 - 
oe ee “ 0.5470 0,1095 — 68,7 ~ 





un 
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. Fraktion I. 


1. Ohne Alkaloid. Nach 3 Stunden (Spaltung 
F. 1989, [alp - 4,979 
(a — 0,199, 1 »: @ 3,82). 
2. Mit Alkaloid. Nach 21 Stunden (Spaltung 
F. 198°. falp = — 1,69 
(a — 0,179, 1 1, c = 9,30). 
Fraktion II. 
1. Ohne Alkaloid. Nach 6 Stunden (Spaltung 
F. 200°. [alp = — 2,23° 
(% — 0,45°, 1 2, c 10,08). 


2. Mit Alkaloid. 


[« |p 
(% - 005°, 


Nach 10 Tagen 


— 0,429 


] ; < 12,0). 


(Spaltung 68,7°.) Borneol. 


28,1 %) 


26,2%) 


71,2%) 


Borneol. 


Borneol. 


Borneol. 


F. 201° 


Im Normalversuch vermochte ich bei der Spaltung von 71,2°, 0.8824 g, 
und im Alkaloid-versuch bei der Spaltung von 68,7°, 0,9083 g Borneol zu 


isolieren. 


VII. Einwirkung von Strychnin auf die Spaltung von 
Borneol-phosphorsdure durch Sinner-Hefe. 


1. 250 cem 
250 

352g 

2. 500 cem 
35 g 

3. 250 cem 

2,62 g 
35 ¢g 

4. 2,62¢g 


250 cem 


K-Salz-lésung (1°, freier Séure entsprechend), 


Wasser, 
obergarige 
Wasser, 
obergarige 


Hefe. 


Hefe. 
K-Salz-lésung (1°) 
Strychnin-sulfat in 
obergirige Hefe. 
Strychnin-sulfat in 
Wasser, 


freier Séiure entsprechend), 


250 com Wasser, 


250 ccm Wasser, 





35 ¢ obergirige Hefe. 
Tabelle VII. 
Aus leem Lisung abgespaltene oe 
Zeit Menge P in mg : aig ” 


Nach 4!/, Std. 
G4, » 


” 


Vor dem Zusatz von neuer 


Hefe 


Nach 24 Std. . 
if 3 Tagen . 


I Il Iu IV 
0.4165 0,1923 0.2664 0.0816 
5 : q 0.3920 0.1098 
0,4256* 0,1176* 0,2908* 0,0666* 
0.7815 0.3448 0.6060 0,3016 
0,6896 08714 
0,9260 0,4878 0,7144 0,3448 


I Il Ill 
34.5 28.4 
sa 43.4 
57.0 — | 41,5 
80,8 — 43.4 

- — 589 
81.1 68.4 


* Die geringeren Phosphor-werte erkliren sich durch eine Erhéhung des Fliissigkeits- 
volumens bei der Wasserdampfdestillation von 500 cem auf 610 ecm 


Die Isolierung des Borneols erfolgte, wie vorher (S. 457) angegeben ist. 
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Fraktion I. 


1. Ohne Alkaloid. Nach 4% Stunden (Spaltung 34,5°,) Borneol. 


F. 200°. [«]p — 6,99° 
(a 1,44°, 1 5 10,3). 
2. Mit Alkaloid. Nach 4% Stunden (Spaltung 28,4 °,) Borneol. 
F. 199°. [|p 9,01° 
(a 0,50°, 1 i; © 5,55) 


Fraktion 11. 


1. Ohne Alkaloid. Nach 24 Stunden (Spaltung 81,3°,, davon un- 
spezifische Spaltung durch Wasserdampfdestillation 22,5°,, also 
wahre Spaltung 59°) Borneol. F. 199°. 

[a]p + 19,3° 
(a + 0,419, 1 l, c 2,12). 


to 


. Mit Alkaloid. Nach 6 Tagen (Spaltung 58,9°(%,) Borneol. 


F. 195°. {a|p + 4,09° 
(a = 1. §.99° | lL c 5,375). 
VIII. 


Zusammensetzung wie bei Ansatz VII. 


Tabelle VIII. 





Aus 1 cem Lisung abgespaltene 


Zeit Menge P in mg Hydrolyse in 9 
ok ie a ee ee ee ee aE 
Nach 2'/, Std... . . . . | 0,3333 | 0,0143 | 0,1071 0,0541 ||\49,0; 81 — | — 
410, «23. . © ~ .  0,8572*! 0,0151*)| 0.2702 | 0,1509 || 51,8 18,0 — | — 
ae oe an ee ee - — 0,5000 0.1960 46.8 — 
Vor dem Zusatz von neuer 
re . . . 0,8448 0,0160 | 0.5000 0,2140 50,6 44,0 — 
Nach 4 Std... . . . 0,5002 | 0,0329 - — 718, — |—'\- 
» 30 > + « + « «+ ee eee - “= 83,0 — §— 
Sa ae ee 0,8696 0,3126 85,7, — | — 


* Die Ansitze wurden 2 Stunden bei 0° gehalten. 


Die Isolierung des Borneols wurde folgendermaBen modifiziert: 


Das Reaktionsgemisch wurde zentrifugiert, das Zentrifugat filtriert 
und nur der Riickstand zusammen mit dem auf dem Filter verbliebenen 
Rest mit Wasserdampf destilliert. Zum klaren Zentrifugat wurde 
alsdann zwecks weiterer Spaltung frische Hefe zugesetzt. 
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Fraktion I. 
‘nial 1. Ohne Alkaloid. Nach 24% Stunden (Spaltung 49°.) 0,50g Borneol. 
: F. 203°. [ap - 11,420 
(a = — 1,42, 1=1, ec 12,43). 
2. Mit Alkaloid. Nach 7% Stunden (Spaltung 47°,) 0,39 g Borneol. 
reol. F. 200°. [«]p 10,23° 
(a = - 0,86, 1 l, c 8,4). 
Fraktion II. 
1. Ohne Alkaloid. Nach 18% Stunden (Spaltung 83°.) 0,28 g Borneol. 
un- F. 199°. [x]p + 5,07° 
an (a = + 0,329, 1 = 1, ¢ = 6,31). 
2. Mit Alkaloid. Nach 34 Stunden (Spaltung 85°.) 0,29 g Borneol. 
F. 200°. [a]p = — 3,53° 
(a = — 0,23°, 1 | 6,52). 
Es ist nicht leicht, in den Vergleichsversuchen stets den Moment des 
gleichen Hydrolysengrades abzupassen. Wo dieses in den Versuchen IV, 
VI, VII und VIII gelungen ist, tritt der EinfluB des optisch aktiven 
Zusatzmittels auf das Drehungsvermégen des Alkohols zutage, der 
enzymatisch aus dem Ester abgespaltenen ist. 
IV 
t: 
“iert 
nen 
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Untersuchungen iiber die chemische Natur der Krebsantigene. 


Von 
Z. Kotodziejska und W. Halber?. 


(Aus dem staatlichen hygienischen Institut und der Hygieneschule in 
Warschau. ) 


(Eingegangen am 10. Juli 1930.) 


Die gegenwartige Arbeit ist ein Fragment der Untersuchungen, 
die im hiesigen Institut iiber die Serologie der Neubildungen unter 
Leitung von L. Hirszfeld unternommen wurden. Da die theoretischen 
Voraussetzungen unserer Untersuchungen auf diesen Arbeiten fuBen und 
ihre Begriindung auf der Annahme beruht, daB Seren der Krebskranken 
in spezifischer Weise mit alkoholischen Krebsextrakten reagieren, so 
méchten wir diese Annahme zunachst in kurzen Worten besprechen. 

Das Gewebe des menschlichen Kérpers ist serologisch in mehreren 
Richtungen differenziert : wir miissen art-, organ- und gruppenspezifische 
Bestandteile unterscheiden. Wir wissen, daB Carcinome ahnlich wie 
Blut gruppenspezifisch differenziert sein konnen. Eine Charakterisierung 
des Krebsgewebes mit Hilfe serologischer Methoden konnte erst dann 
angebahnt werden, nachdem man aus dem Antigengemisch, welches ein 
,,.Krebsextrakt* darstellt, die einzelnen antigenen Restandteile mit 
Hilfe geeigneter Immunseren unterscheiden gelernt hat. Es gelang 
dann Hirszfeld, Halber und Laskowski?, sowie Witebsky? und Lehman- 
Facius* der Nachweis, daB unter Ausschaltung dieser eventuell im 
Krebsgewebe vorhandenen, aber fiir Krebs nicht charakteristischen 
Antigene auch solche Substanzen im Krebs vorhanden sind, die im 
normalen Gewebe fehlen bzw. bei der benutzten Technik nicht gewonnen 
werden kénnen. Diese Substanzen sind in Alkohol léslich und wurden 


’ Mit Unterstiitzung der Polnischen Akademie der Wissenschaften, 
Stiftung Weiland Tyzrkowski. Vorgelegt der Akademie am 7. Juli 1930. 

2 Klin. Wochenschr. Nr. 34, 1929; Zeitschr. f. Immunitatsforschung 
64, H. 1/2, 1929; Warszawskie Czasopismo Lekarskie Nr. 20, Mai 1929. 

§ Klin. Wochenschr. Nr. 2, 1930; Zeitschr. f. Immunitatsforschung 
62, 1929. 

“ Klin. Wochensch. Nr. 1, 8S. 21, 1930. 
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daher von Hirszfeld, Halber und Laskowski zunachst ganz allgemein 
,,Lipoide“ 
gestellt. 


genannt und ihre eingehendere chemische Analyse in Aussicht 


Die gegenwartige Arbeit beschaftigt sich mit der chemischen 
Analyse dieser fiir Krebs charakteristischen, alkoholléslichen Antigene 
bzw. Haptene. 

Wahrend in der ersten Arbeit von Hirszfeld, Halber und Laskowski 
das ,,Krebsantigen“* mit Hilfe von Kaninchenimmunseren festgestellt 
wurde, gelang weiter Hirszfeld und Halber! der Nachweis, daB auch 
Seren der Krebskranken komplementbindende, gegen Tumorextrakte 
gerichtete Reaktionskérper enthalten. Hirszfeld und Halber gingen 
von der Voraussetzung aus, daB nicht alle Krebse das Krebsantigen 
in wirksamer Form enthalten. Verfasser haben daher die antigen- 
haltigen Krebsextrakte herausgesucht. Aber auch mit solchen Krebs- 
extrakten konnte zunachst keine Komplementbindung erzielt werden, 
bis Verfasser das von Sachs angegebene Verfahren bei der W. R. 2, 
bestehend in der Sensibilisierung der Antigene mit Hilfe von Chole- 
sterin, anwandten, Erst die cholesterinierten Krebsantigene haben 
mit Seren von Krebskranken, aber auch von Schwangeren, reagiert. 
Die Krebs- und Schwangerenseren reagieren nur mit Tumorextrakten, 
nicht mit Herzextrakten. Die positiven Luesseren reagieren dagegen 
meistens mit beiden Extrakten. Daher mu8 man stets die beiden 
Extrakte gleichzeitig verwenden. Eine positive Krebsreaktion liegt 
nur dann vor, wenn das Serum mit Krebsextrakt positiv, mit Herz- 
extrakt negativ reagiert. Die Krebsreaktion wird von den Verfassern 
als in biologischem Sinne spezifisch aufgefaBt. Die klinische Spezifitat 
haingt natiirlich von einer Reihe weiterer Umstande, Rezeptoren- 
gemeinschaften, Mitbeteiligung der Labilitatsvorginge und der- 
gleichen ab; die Erfahrungen sprechen mit Wahrscheinlichkeit dafiir, 
daB die Reaktion eine Antigen- Antikérperreaktion ist, wobei die alkohol- 
léslichen Substanzen des Krebses anscheinend Haptencharakter tragen. 

Wahrend aber das Kaninchenimmunserum mit Krebsextrakten 
auch ohne Zusatz von Cholesterin reagiert, miissen wir bei der An- 
wendung des Krebsserums die Krebsextrakte mit Cholesterin sensibili- 
sieren. Diese letzte Methode ist bis zu einem gewissen Grade die 
Schwache unserer Arbeit, denn es laBt sich im Prinzip nicht ausschlieBen, 
dafi verschiedene Fraktionen durch verschiedene Mittel und Zusitze 
reaktionsfahig werden kénnen. Die theoretischen Voraussetzungen 
unserer Arbeit sind daher folgende: 


1 Klin. Wochenschr. Nr. 8, 1930; Warszawskie Czasopismo Lekarskie 
Nr. 1, 1930; Zeitschr. f. [mmunitatsf. 67, H. 3/4, 1930. 
2 W.R. Wassermannsche Reaktion. 
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1. daB Seren der Krebskranken mit aus Krebs gewonnenen Sub- 
stanzen in spezifischer Weise reagieren und 

2. daB die verschiedenen, aus Krebs gewonnenen chemischen 
Substanzen sich auf ahnliche Weise durch Cholesterin aktivieren lassen. 

Wie wir spater zeigen werden, laBt sich in der Tat eine bestimmte 
Fraktion aus dem Tumor gewinnen, die mit dem Krebsserum eine 
positive Komplementbindung gibt und mit den meisten ,,normalen* 
Seren nicht reagiert. Diese Feststellung diirfte von Interesse sein, 
unabhangig von der theoretischen Deutung der Befunde. Die Art der 
Aktivierung verschiedener Fraktionen durch den gleichen Zusatz be- 
deutet unter Umstanden eine Schwache der Arbeit, sie hat aber die 
Untersuchung erméglicht. 

Die Technik unserer Arbeit war folgende: 

Die eine von uns (Kolodziejska) stellte die einzelnen chemischen 
Fraktionen dar. Da die Versuchsbedingungen in einzelnen Unter- 
suchungen variierten, so muBte die Art des chemischen Vorgehens bei 
einer jeden Versuchsreihe besprochen werden. Die zweite von uns 
(Halber) machte die Komplementbindung, deren Technik friiher ge- 
nauer besprochen wurde und die hier nur kurz wiederholt werden soll. 

0,45ceem NaCl, 0,05cem inaktivierten Krebsserums, 0,2 ccm 
des cholesterinierten Antigens bzw. der zu untersuchenden Fraktion, 
0,25ceem des verdiinnten Komplements, fiinf hamolytische Dosen, 
1 Stunde im Brutschrank, dazu 0,5 cem 3 %ige sensibilisierte Hammel- 
blutkérperchen. In Kontrollréhrchen muB die Haimolyse in 15 Minuten 
komplett sein. Die gewéhnliche Herstellung des Antigens: Das Krebs- 
gewebe, fein zerschnitten, wird in einer Flasche im Verhiltnis 1: 10 
mit 96 °,igem Alkohol versetzt und im Brutschrank 9 Tage lang gehalten. 
Nach 9 Tagen filtriert und 0,3 bzw. 0:35cem Extrakt mit 0,2 bis 
0,15cem 1°, iger alkoholischer Cholesterinlésung Kahlbaum vermischt 
und schnell 3cem NaCl zugesetzt. Die Extrakte aus einzelnen Frak- 
tionen wurden auf gleiche Weise behandelt. 


Die einzelnen Fraktionen wurden auf Komplementbindung mit 
Seren von Krebskranken oder Schwangeren, sowie Wassermann 
positiven und negativen Seren untersucht. Zur Kontrolle wurde stets 
ein gut reagierendes Krebsantigen und ein Herzantigen (W.R.) mit 
untersucht. Wenn die betreffende Fraktion auch mit normalen Seren 
reagierte, wurde das Antigen als ,,unspezifisch“’ bezeichnet. Eine 
solche Unspezifitat beruht manchmal auf Verunreinigungen ; aus solchen 
unspezifischen Fraktionen wurden dann spezifisch reagierende Antigene 
gewonnen. Manchmal aber reagierten die einzelnen Fraktionen mit 
allen, sowohl mit positiven wie mit negativen Luesseren. Luesseren, 
die nach Wassermann positiv sind, reagieren meistens mit dem ge- 
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woébnlichen alkoholischen Krebsextrakt. Es gelang manchmal, wie wir 
zeigen werden, solche Fraktionen aus dem Krebsgewebe zu isolieren, 
die mit Wassermann positiven Luesseren schlechter reagierten als 
mit Krebsseren und somit eine gewisse selektive Affinitat aufwiesen. 
Wir méchten einen Krebsextrakt, der mit einem positiven Wassermann- 
Serum reagiert, welches von einem nicht Krebskranken stammt, nicht 
als ,,unspezifisch** ablehnen, es ist aber das Ziel, diese beiden Antigene 
so zu trennen, daB die betreffenden Fraktionen mit Wassermann 
positiven Seren nicht reagieren, sondern nur Krebsseren anzeigen. 


Zusammenfassend war demnach die Art unseres Vorgehens 
folgende: Die aus Krebs gewonnenen chemischen Fraktionen wurden 
unter Cholesterinzusatz auf Komplementbindung mit Seren von Krebs- 
kranken und Schwangeren einerseits, Wassermann positiven und 
negativen Seren andererseits gepriift. Die Fraktion wurde als ,,antigen- 
haltig** bezeichnet, wenn sie mit Seren von Krebskranken und Schwan- 
geren, nicht aber mit ,,normalen* Seren reagierte. 


Versuch 1. 
Leberkrebs Nr. 820. 


a) 9. Oktober 1929. Fein zerkleinertes Gewebe wurde zweimal mit 
chemisch reinem, wasserfreiem Aceton entwiassert, im Vakuum getrocknet, 
zu Pulver zermahlen und einige Tage mit absolutem Alkohol in der Schiittel- 
maschine bei Zimmertemperatur extrahiert. 


Das serologische Ergebnis war folgendes: 





Name des 


Nib a . Auszug Vereinigte Kontroll- Serum 
a Diagnose mit absol. Aceton- auszug Rinderherz ohne 
‘ oho ausziige wm e 
dea Gevams Alkohol ausziig 820 Antigen 
' 
820 Ca hepatis + +-+4 
826 Camammae, +++ sot ++ — -- 
1 Lues W. R. |\| noe ‘es aoe Poo = 
<4. | 
I—6 v7. — _ - - 


b) 16. Oktober 1929. Der erhaltene Auszug im Versuch a) enthielt 
das Krebsantigen. Darauf wurde der Alkohol im Vakuum unter 30 mm 
Druck bei 35° C abdestilliert, es verblieb eine gelb gefarbte Fliissigkeit und 
Niederschlag, welche mittels Ather extrahiert wurden. Ein Teil léste sich 
in Ather (B), ein Teil blieb ungelést, der hingegen ziemlich leicht in Wasser 
léslich war und eine kolloidale Lésung bildete, die mineralische, stickstoft- 
haltige Substanzen, Sphingomyelin und Cerebroside enthielt. Der atherische 
Auszug B war gelb gefirbt und enthielt Lipoide, Phosphatide, Fette, Fett- 
sauren, Cholesterin und Farbstoffe. 


Das serologische Ergebnis war folgendes: 
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Name des Ausz ; : con- , 
yay mit abet Atherischer Kolloidale See : _ serum 
oder Nr Diagnose Alkohol Auszug =—§ wisserige  suszug — ohne 
vier Nr. Alk auszug wes mad 
des Serums A B Lisung 820 Antigen 
W. Ca mammae + + 1 Ls: < = 
826 e = Poa ++ - _— — 
1 W. R. - - - ‘ ad 
2—7 W. R. — - —- --- - —_ 


Aus dem atherischen Auszug kann man die Phospholipoide von Fett, 
Fettsiuren und Cholesterin durch Zugabe einer fiinffachen Menge wasser- 
freien Acetons isolieren (1). Indem wir den Niederschlag in Ather lésten, er- 
hielten wir eine Losung, die infolge der Verunreinigung mit Sphingomyelin 
und Cerebrosiden schwach opalisierte. Nach Zentrifugieren der Lésung 
wurden die Phosphatide wieder mit Aceton ausgefillt (2). Die Phosphatide 
waren von Cholesterin, Fettsiuren und Sphingomyelin fast ganzlich frei. 
Dieser ReinigungsprozeB wurde nochmals wiederholt, um ganzlich reine 
Phosphatide zu erhalten (3). 

Aus diesem Versuch ging hervor, daB der Lipoidniederschlag sowohl 
vor wie nach der Reinigung mit Krebsseren nicht reagierte. Wir verzichten 
auf die Wiedergabe des Protokolls. 


Versuch 2. 
Magenkrebs Nr. 100. 


3. Dezember 1929. Der Auszug wurde hergestellt, indem man das 
fein zerschnittene Gewebe mit zehnfacher Menge 96°,igen Alkohols ver- 
mischte, 10 Tage im Thermostaten bei 35° C stehen lieB ; der filtrierte Auszug 
wurde im Vakuum unter 30mm Druck bei 35° eingeengt. Es blieb eine 
gelbe, dicke Fliissigkeit, welche im Scheidetrichter mehrmals mit Ather 
ausgezogen wurde. Es bildeten sich zwei Schichten, eine atherische A und 
und eine wasserige E. Ein Teil der atherischen Schicht (A) wurde mit der 
fiinffachen Menge wasserfreien Acetons gefallt und nach 24 Stunden der ge- 
bildete Niederschlag in der Zentrifuge abgetrennt. Ein Teil dieses Nieder- 
schlags wurde in 96°,igem Alkohol gelést (B), ein Teil in Wasser (C). Das 
zuriickgebliebene Filtrat der Lipoide wurde mit D bezeichnet. 

Das serologische Ergebnis war folgendes: 








s a 2 = 

Name des - = Sa 5 e a 

Kranken 75 = += = E= 

oder Nr. Diagnose 2 i< =A 22 =s © a 

des a = . 3c = 3 a ao 

Serums i s ° t. = = = 

= ~ S 

F. Ca colli uteri ++ - — : ee) on ie ies 
H. Ca linguae — -— — fdibt; ; - 

909 Ca hepatis ++-4 + = a tet) st ttt | 

973 Ca duodeni ++-4 oe oS ae 


+ + +++ - _ 
ak |. ee pe ! hd 


Da die Lipoidfraktion keine Antigene enthielt und das Filtrat un- 
spezifisch reagierte, konnte angenommen werden, da das Filtrat das 
Krebsantigen enthielt, jedoch in chemisch verunreinigtem Zustande. Es 
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war daher angezeigt, in erster Linie die einzelnen Fraktionen aus dem 
atherischen Auszug (A) zu sondern. Da alle atherischen Ausziige aus Krebs- 
geweben mit Phenolphthalein sauer reagierten, also das Vorhandensein 
von freien Fettsauren aufwiesen, war die Fraktion der letzten zu isolieren. 

Zu diesem Zwecke wurde der zuriickgebliebene atherische Auszug bei 
Zimmertemperatur zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde mit 
5cem 1°,iger Sodalésung behandelt, gut vermischt, dann auf dem Wasser- 
bad eingeengt und 10 ccm destilliertes Wasser zugesetzt. Die entstandenen 
Natriumsalze der Fettsaéuren oder Seifen lésten sich in Wasser, dagegen 
blieben die Fette, Lipoide, Cholesterin usw. ungelést und bildeten eine 
Suspension, die sich erst nach Zusatz von Ather zu der wisserigen Lésung 
und Ausschiitteln im Scheidetrichter léste (Aj). Die schwach alkalische, 
wasserige Lésung der Seifen wurde mit 1°,iger Essigsiure angesiiuert. 
Es fielen Fettsaéuren aus, die im Scheidetrichter mit Ather extrahiert wurden. 
Es bildeten sich zwei Schichten, eine atherische (A,), die freie Fettsaiuren 
enthielt und eine wisserige (A,). 


Das serologische Ergebnis war folgendes: 





Fette, 
Athe- Lipoide u. 
at . or Cc i 
+s cher ‘ hole mit freien 
Auszug_ sterin in Fettséuren 
Alkohol > 


Serum 
” , Ai As A3 


Atherische 
Schicht 


Name des 

Kranken 

oder Nr. Diagnose 
des 


Wisse- Kon- 
rige troll- | Rinder- 
Schicht auszug)| herz 
100 


Serum 
ohne 
Antigen 


kK. Ca colli uteri 
973 Ca duodeni 
W. Gravida 
G. 
1 


Lues W. R. 


Lues W. R. 


Dieser Versuch bestatigte das Ergebnis des Versuchs 1, dai namlich 
die Phospholipoide kein Krebsantigen enthalten. Dieses befindet sich da- 
gegen in der Fettsaiurenfraktion, was durch eine Reihe weiterer Versuche zu 
beweisen war. Wie aus den Arbeiten von Hirszfe ld, Halber und. Laskowski 
bekannt ist, enthalten nicht alle Extrakte das ,,Antigen‘‘, wenn sie auf ge 
wohnliche Art behandelt werden, namlich nach dem Schema: Gewebe 

96°,igen Alkohol im Verhialtnis 1:10 9 Tage im Brutschrank gehalten 
und durch Papierfilter filtriert. Die genannten Autoren stellten fest, daB 
es Krebse gibt. die bei obiger Behandlung keine antigene FEigenschaften 
aufweisen. Hingegen folgt aus unseren Versuchen, daB die ,.Antigene“ 
sich in der Fettsiurenfraktion befinden, wenn das Krebsgewebe chemisch 
entsprechend behandelt wird. Es ware méglich, dafS Extrakte der so- 
genannten ,.nicht reagierenden Krebse‘‘ kein Antigen enthalten, weil das 
bei gewohnlichem Schema benutzte Lésungsmittel Alkohol in nicht 
entsprechender Konzentration benutzt wird, oder nicht geeignet ist, die 
Fettsaurenfraktion mit dem in ihr enthaltenen Antigen zu lésen. 

Wir versuchten daher, bei Behandlung der nicht reagierenden Krebse 
mit verschiedenen Lésungsmitteln und in verschiedener Konzentration 
auch in diesen Krebsen in einer der Fraktionen das spezifische Antigen 
nachzuweisen. 
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Versuch 3. 
Leberkrebs Nr. 909. 
Aus fein zerschnittenem Krebsgewebe wurden folgende Ausziige her- 
gestellt : 
Auszug 1A mit 96°,igem Alkohol, 1: 1, 

- 2A _ ,, absolutem Alkohol, 1: 1, 

» Oe ,, Bie; 7:4, 

i 4A ,, wasserfreiem Aceton, 

= 4B nach Entwasserung mit Aceton wurde das getrocknete 

Gewebe mit absolutem Alkohol extrahiert. 


Das serologische Ergebnis war folgendes: 





| 








Es 5 S : be om : s 
Name des ~om | “~a |S s| 18 x & 
Kranken 2s  j #= ss o| Ss” z EB. 
oder Nr. Diagnose B25 | 8 so | 2 S| a9 e ea 
des Saxe 8 s< i< S Es =] Be 
Serums iasiaas ih iia < | Ms 7 “8 
| la 4a i i) 

Sz. |Cacolliuteri) — 2S erties eee iret | set| 

{| Lues W.R. | } ' 

1 {jee To ttt +400 + [tat p44 
2—8 Ww.R. — — —_ _ — —- |— — — 


Der Versuch ergab, daB das Krebsantigen sich nur in geringem MaBe 
in verdiinntem Alkohol léste, hingegen viel mehr in anderen Lésungsmitteln. 

Deshalb wurden die Gewebe, von denen die Ausziige 1A und 2A her- 
gestellt waren, vereinigt und mit der vierfachen Menge absoluten Alkohols 
extrahiert. Nach 10 Tagen wurde der Auszug filtriert und im Vakuum unter 
30 mm Druck bei 35° C auf ein Zwanzigstel seines Volumens eingedamptt. 
Die dicke Fliissigkeit wurde auf dem Wasserbad bei 55° erwarmt, um 
das Fett zu lésen und im Scheidetrichter mit Ather extrahiert. Es bildeten 
sich zwei Schichten: eine atherische 1 und eine wasserige 2. 

Einen Teil des atherischen Auszuges (1), der sauer reagierte, schiittelte 
man im Scheidetrichter mit 1° ,iger, wasseriger Sodalésung, um die Na- 
Salze der Fettsiuren von den Lipoiden, Fetten und Cholesterin abzutrennen. 
Die wisserige Schicht wurde von der atherischen abgesondert und mit 
verdiinnter Essigsiure angeséuert, die ausgeschiedenen freien Fettsaéuren 
wurden im Scheidetrichter mit Ather ausgezogen. 


Das serologische Ergebnis war folgendes: 





Wisserige | Atherische | 


Name des ‘ Freie Tx a - 
Kranken Athe- Fett- Lésung Schic ht | Kon- ; | Geneon 
oder Mr Diagnose rischer sturen | ™%* h der | nach Ab- | troll- Rinder- len 
d o ett Auszug ir Ather Ather- trennung | auszug  herz Anti nen 
s std PAtMer extraktion | der Seifen 909 \* 8 
Serums 1 2 2; 3 
ree = si : : 
‘ : | | 
M. Ca uteri |4+-++++44 a _ oath iiieas _ 
re Ca uteri | ++ +++ — — —_|— _— 
Lues W. R. : , a8 
Wy lie t+i+++) +4++ | ++ | + | tt] — 
2—7 W.R. — — — — — — | — - 
4. Januar 1930. In diesem Versuch wurden zuerst die Lipoide 


aus dem Aatherischen Auszug ausgeschieden und das Filtrat serologisch 
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untersucht. Aus dem im vorigen Versuch zuriickgebliebenen atherischen 
Auszug 1, der das Antigen enthielt, wurden die Lipoide mit der fiinffachen 
Menge wasserfreien Acetons ausgeschieden und nach 24 Stunden filtriert. 
Das Filtrat reagierte sauer und wurde deswegen nach dem Abdampfen mit 
1°, iger wasseriger Sodalésung extrahiert, um die Fettsduren abzutrennen, 
worauf sie mit Ather im Scheidetrichter ausgezogen wurden. Der Ather 
enthielt Fette, Cholesterin, das Wasser Natriumsalze der Fettsaiuren, die 
nach Ansiuern frei gemacht und im Scheidetrichter wieder mit Ather 
extrahiert wurden; wir bezeichnen sie mit (8). Die wiisserige Lésung, die 
nach Extraktion der Fettsauren im Ather zuriickblieb, bezeichnen wir mit By. 


Das serologische Ergebnis war folgendes: 

























be = gle s ' =z e 
Name des at a> Sip tbolss z § 
Kranken 2M ca Ze = | Es — = = 
oder Nr. Diagnose a ES ='% 2 |i 2a == = =z 
des =e =e = |e 5 ." > om 
Serums it ae or a5 ia” = r= = 
3 3; 35 Z © 

K. Ca cutis +++ +44 |. 
: # Gravida is }. ; | ; Sis 

1 | Lues W.R | Oe ae a ae mips ey +4 \ i 
\ +++ | ; 
2 W. KR. 


3—6b W.R. - I . | — 


Aus dem Versuch ersehen wir, da®B sowohl der atherische Auszug, 
welcher Fette, als auch derjenige, der Fettsaéuren enthielt, unspezifisch rea- 
gierten, wahrscheinlich deswegen, weil beide Fraktionen nicht vollstandig 
getrennt waren. Der Versuch wurde wiederholt, aber so, daB das Filtrat 
von den Lipoiden nicht direkt mit Sodalésung extrahiert, sondern ein- 
gedampft und dann erst mit 5cem 1°, iger Sodalésung sehr genau verrieben 
und im Wasserbad eingeengt wurde. Ein Teil des Riickstandes wurde 
in Wasser gelést und der unlésliche Teil mit Ather ausgezogen. Das Wasser 
liste die Seifen und der Ather die Fette und Cholesterin. Wenn wir diese 
Losungen genau auswaschen, und zwar die Seifenlésung mit immer neuen 
Portionen von Ather und die atherische Lésung mehrmals mit 1 °,,iger Soda- 
lé6sung, so kénnen wir sehr genau heide Fraktionen trennen. 


8. Januar 1930. Lipoidniederschlag mit Aceton gefallt (4), das Filtrat (5). 


Das serologische Ergebnis war folgendes: 





Name des Der Das Filtrat Wiisse- — Sew 
Kranken alia Lipoid- von den riger -Ontroe” | Rinder- tay 
oder Nr. lagnose niederschl. Lipoiden Auszug “ee herz soon 
des Serums 4 4 3 —— 
W. Ca colli uteri - +++ - + 
K. sa 3 i _ ee ae n vir = 
1 | Lues W.R. |) _ 44 . 
| +++ | - 
2—8 W.R. - - — — 
9. Januar 1930. Fette und Cholesterin in Ather gelést (7), die 


wiisserige Seifenlésung (8), die Fettséuren mit Ather extrahiert (9), die Fett- 
siuren auf dem Wasserbad erwiirmt und mit Ather extrahiert (10). 
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Das serologische Ergebnis war folgendes: 











Name des are! te “os Pe N 

Kranken “awZ | ou Ss.|on- = 
oder Nr Diagnose EES) @ ESZ/ 55s BF ; 
des EZ5|\<2 Fe") 537 7 : 
Serums 22% 2 we s z 
7 8 9 10 7 = 
W. = Ca colli uteri — — +44 4+ See 8 i _ 

1022 Ca hepatis — — oo tie) es oa J 
{ Lues W.R. —_ 
1 . — TT - wis aoe asl te i 


+++ |] 
2—7 Ww.R. — —- - . -- - a 
Aus diesen Versuchen ersehen wir, da die Lipoidfraktion in keinem 
Falle antigene Eigenschaften aufweist; das Krebsantigen befindet sich 
dagegen in der Fettsiurenfraktion. Diese Versuche beweisen, daB man bei 
gewissen chemischen Verfahren das spezifische Krebsantigen auch aus 
solchen Tumoren erhalten kann, welche scheinbar bei der gewéhnlichen 
Alkoholextraktion kein Antigen enthalten. Durch diese Ergebnisse an- 
gespornt, versuchten wir weiter aus allen anderen sogenannten ,,nicht rea- 
gierenden“‘ Krebsen antigenhaltige Ausziige zu erhalten, was weitere Proto- 
kolle demonstrieren. 


Versuch 4. Magenkrebs Nr. 31. 
23. Januar 1930. Fein zerschnittenes Gewebe wurde mit der drei- 


fachen Menge wasserfreien Acetons behandelt, nach 24 Stunden wurde das 
Aceton abgegossen. 





Name des 


Kranken . . Aceton- Kontroll- Kontroll- Rinder- Serum 
hn Diagnose a Pee ‘ auszug . ohne 
oder Nr. auszug auszug 31 100 herz acl 
des Serums d g 
M. Ca colli uteri + “ ae me : 
S. Ca recti Se - ++ sia 
1 Lues W.R. +++ +. oe ear a ee — 


10—18 W.R. — — — — 

Das Gewebe wurde nochmals mit dreifacher Menge Aceton behandelt 
une nach 48 Stunden das Aceton abgegossen (2). Das getrocknete Gewebe 
wurde in zwei Teile geteilt; ein Teil wurde mit Ather (3), der andere mit 
96°,igem Alkohol versetzt (4). 


Versuch 4a. 





Name des Zweiter Athe- Alkoho- ,, +e 
Kranken , Aceton- | rischer | lischer Kontroll- Rinder- Serum 
y Diagnose rit auszug “ ohne 
oder Nr. auszug Auszug Auszug 100 herz antigen 
des Serums 2 3 4 P et 
K. Ca colli uteri — _ i ee ee = 
Z. ait he i + _ 4 de dide it) 
1 Lues W.R. +++ — — a Babs bdiededel 


2-5 W.R. - a ~ = 


Auf dies Ergebnis hin wurde das Gewebe mit 96°, igem Alkohol 10 Tage 
lang stehengelassen. Dann wurde der atherische Auszug filtriert und wies 
bei der serologischen Priifung eine positive Reaktion auf. 











3 
At 
un 
Vo 
ha 


ge 
ab 




































AMIE 


VOne 


2m 
ch 
Del 
us 
en 
n- 
a- 


LO- 


ei - 


las 


elt 
be 
ut 


m 


en 


re 











Versuch 4b. 


Untersuchungen iiber die chemische Natur der Krebsantigene. 473 





Name des Auszug in _— Serves 
Kranken ieciaete 96° gigem Kontroll- ronone Rinder- _ i 
ler Nr. ; Alkohol nach auszug 31 ~ 100 S herz Ar revel 
des Serums 10 Tagen iat 
K. Ca colli uteri + ++ 
1 Ww. R. + ++ +++ +4 
2-6 Ww. R. — _ - 


Aus obigen Versuchen geht hervor, daB erst nach Entwasserung des 
Gewebes mit Aceton Substanzen sich in 96°,igem Alkohol lésten, die bei 
gewohnlicher Alkoholextraktion unléslich waren. 

Versuch 5. Ca spino-cellulare cutis pedis Arzaczek. 

15g fein zerschnittenes Gewebe wurden mit der dreifachen Menge 
wassertreien, reinen Acetons behandelt. Nach 24 Stunden wurde das Aceton 
abgegossen(1). Das Gewebe wurde mit dreifacher Menge Aceton behandelt. 
Nach 96 Stunden wurde das Aceton abgegossen (2), die Halfte der trockenen 
Substanz mit Ather (3), die andere mit Alkohol behandelt (4). 

Das Ergebnis der serologischen Analyse war folgendes: 





Name des (the. Auszug Kon- rand 
Kranken Aceton- Aceton- a oe . n troll- ty . Rinder- SeTum 
ischit Jii~ wiiit a- 
oder Nr Diagnose auszug ausZUg you, 9 ig. extrakt anié kt anes ohne 
des “© Alkohol Krza 100 , Antigen 
Serums 1 2 3 4 czek 
K. Ca colli uteri _ ao — so 
, { Lues W.R. 
i ae ' 
4 | W.R a a _ _ 


Diese Versuche beweisen, da mittels gewéhnlicher Extraktion mit 
96°,,igem Alkohol die Krebsantigene nicht immer zu erhalten sind. Sowohl 
der atherische als auch der alkoholische Auszug sind nach Entwisserung 
des Gewebes mit Aceton nicht aktiv, die aktive Substanz lést sich hingegen 


in Aceton. , ae 
\ sy Versuch 6. Ca pulmonis Nr. 1019. 





Name des 


x } ») .ontroll- Seru 
Kranken A therischer Kontroll- Kontrol erum 
. Diagnose auszug ohne 
oder Nr Auszug auszug 1019 , 
des Serums 100 Antigen 
M. Ca uteri =o ees 
P de fie an ee 
1 Lues W. R. — ke ee 


2—4 W.R. — — 

Fein zerschnittenes Gewebe wurde mit Ather auf dem Wasserbad bei 
35° unter RiickfluBkiihlung und fortwihrendem Mischen extrahiert. Die 
Extraktion dauerte so lange, bis der Ather sich gelb farbte, worauf man den 
Ather filtrierte und serologisch untersuchte. 

Der atherische Auszug reagierte mit normalen Seren, war demnach 
unspezifisch. Wir versuchten einen Auszug zu erhalten, der nicht so ver- 
unreinigt wire bzw. mehr Antigen enthielte. Das Gewebe wurde also 
vom Ather befreit und mit der vierfachen Menge absoluten Alkohols be- 
handelt. Nach 7 Tagen wurde der Alkohol abfiltriert und serologisch 
gepruft. (Alkoholauszug 4.) Das Gewebe wurde zunichst mit neuer Menge 
absoluten Alkohols behandelt (zweite Extraktion Nr. 2). 
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Versuch 6a. 





Auszug 


Name des . . : 
ye hee Auszug |Kontroll-'Kontroll-| ». ,,, Serum 
Kranken Diagnose Pe re in abs. | extrakt | auszug | Rimder-  “Oine 
ones i. 46 018-  Alkohol| 1019 | 100 herz | antigen 
des Serums} Alkohol | * | ¢ 
! ' 
M. Ca colli uteri + oe - 444 - 
S. Ca recti +++ 4 _— 4. $4 
1 Lues R.W. +++ +++ 4 alls = 
2 W.R. — ++ — - - 


Versuch 7, 


Ca ventriculi Jwankowicz. 


38g fein zerschnittenes Gewebe wurden mit 100 ccm Ather 20 Tage 


bei Zimmertemperatur behandelt. Der Ather wurde dann filtriert und sero- 
logisch untersucht. Sowohl der atherische, wie auch der normale alkoholische 
Auszug waren inaktiv. 


Das serologische Ergebnis war folgendes: 
+4 





Name des Kontroll- Kontrol! Serum 
Kranken Diagnose Atherischer auszug auszug Rinder- “ke 
oder Nr. ; ‘ Auszug Iwan- * & herz : 
del 100 Antigen 
des Serums kowicz 


W. Ca colli uteri — —_ ein ods ied a 
z. eat f ae _ ae ee = 

1 Lues W.R. +++ — a $b | +44 
2—8 w.R. — — _ mae = 


Da der Auszug sich als inaktiv erwies, wurde das Gewebe mit Ather 
bei 35° C unter RiickfluBkiihlung und fortwiaihrendem Mischen extrahiert. 
Da der Auszug unspezifisch reagierte, wurde der 
Ather von dem Gewebe abfiltriert und das Gewebe mit der vierfachen Menge 
absoluten Alkohols behandelt und nach 7 Tagen serologisch untersucht. 

Das serologische Ergebnis war folgendes: 


diesmal serologisch 


Versuch 7a. 





Name des Alkoho- Kontroll- Zostroli- Seren 
Kranken . : lischer auszug —e Rinder- 
Diagnose auszug ohne 
oder Nr. Auszug Iwan- 100 — herz elaine 
des Serums I kowicz ; a 
M. Ca colli uteri +4 + _ 
S. Ca recti ++4+ = — 
1 Lues W.R. +++ aoe —- = aie ae of 
10—18 7: — . _ a 
Ahnliche Resultate wurden erhalten, wenn man das Gewebe mit 


absolutem Alkohol unter Riickflu8kiihlung und fortwihrendem Mischen 
3 Stunden bei 35° extrahierte. 








Versuch 7b. 
Name des Alkohol. Kontroll- — es Sie 
Kranken nn Auszug auszug aeumeiaein Rinder- ams 
oder Nr. — nach Twan- ~ 100 ? herz Antigen 
des Serums Erwirmung kowicz 7 ” 
L. Ca mammae +4 — ca ae at KS 
T. Ca colli uteri +4 = 1 , ac 
1 Lues W.R. +++ +++ — ea | ek 
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Der Fall Ca ventriculi Jwankowicz beweist, daB man in manchen 
Fallen bei Anwendung gewisser chemischer Verfahren allmahlich das 
Krebsantigen zum Vorschein zu bringen vermag. 

Unsere Versuche zeigen deninach, dal die Substanzen, die 
unter Komplementbindung mit Seren von Krebskranken oder Schwan- 
geren reagieren, in der Fraktion der Fettsdiuren vorgefunden werden. 
Wir sind aber nicht imstande zu sagen ob die Krebsantigene 
Fettsauren oder nur an Fettsauren gebunden oder in den Fett- 
sduren gelést sind. 

Wir kénnen auch keine bestimmte Methode empfehlen, um aus 
einem jeden Tumor eine reaktionsfahige Fraktion zu erhalten. Meistens 
wurde das Krebsgewebe in der Kalte durch Aceton entwassert. Manch- 
mal wurde bereits im Acetonextrakt die wirksame Substanz gefunden. 
In einigen Fallen war der Acetonextrakt unspezifisch, d.h. er rea- 
gierte auch mit krebsnegativen Seren. In solchen Fallen wurde 
hiufig das Krebsgewebe mit Erfolg weitere 7 bis 10 Tage mit abso- 
lutem Alkohol extrahiert und so das spezifische Antigen meistens 
gefunden. 

Die Substanzen, die in den Fettsaéuren gefunden werden und die 
mit Krebsseren reagieren, betrachten wir als ein spezifisches Antigen 
bzw. Hapten. Dies ist eine SchluBfolgerung, gezogen aus der Gesamtheit 
der Arbeiten des Instituts. Es ware aber nicht ausgeschlossen, daB der 
Mechanismus der Reaktion auch andere Unterlagen hat. Die Priifung 
der antigenen Fahigkeiten der Fettsaéuren, ihre nihere serochemische 
Analyse, sowie die Priifung bekannter Fettsiuren mit Krebsseren, 
werden hier Aufklarung bringen kénnen. Es scheint uns von groBem 
Interesse, daB Substanzen, die in der Fraktion der Fettsiuren aus Krebs 
isoliert werden, eine so auffallend spezifische Reaktionsfaihigkeit mit 
Tumorseren aufweisen. Man mu betonen, da auch andere Krebs- 
reaktionen, die mit einer anderen Technik arbeiten, ebenfalls die Be- 
deutung der Fettsaiuren unterstreichen. Ascoli und Jzar verwenden 
fiir die Meiostagminreaktion manche synthetisch gewonnenen Fett- 
siuren. Auch Freund und Kaminer geben an, daB es Fettsiuren 
sind, die die Krebszellen lésen bzw. unter bestimmten Umstanden die 
Lésung hemmen. Es ist vorderhand nicht méglich, zu sagen, welche 
Beziehungen zwischen diesen verschiedenen Reaktionen existieren 
und ob sie vielleicht nur verschiedene Ausdrucksweisen eines gleichen 
Geschehens sind. Die Bedeutung der Fettsaiuren bei der Meiostagmin- 
reaktion von Ascoli und Jzar, bei der Lésungsreaktion von Freund und 
Kaminer und ihre Anwesenheit in den wirksamen Krebsantigenen 
spricht dafiir, daB die Fettséuren vielleicht nicht nur in den Immunitats- 
reaktionen oder in den Stoffwechselstérungen bei Krebs, sondern auch 
in seiner Pathogenese eine Rolle spielen. 
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Zusammenfassung, 

Die Substanz, die sich in Krebsextrakten vorfindet und mit den 
Seren von Krebskranken und Schwangeren unter Komplementbindung 
reagiert, findet sich in der Fraktion der Fettsiuren. Es wird die Frage 
offengelassen, ob es sich um Fettséuren sensu strictu handelt, oder ob 
die wirksame Substanz nur an die Fettsiuren gebunden oder in ihnen 
gelést ist. 

Die Art der chemischen Analyse der Krebsextrakte gibt das 
folgende Schema wieder. Das + bedeutet die Reaktionsfihigkeit, 


Schema der chemischen Analyse der Krebsextrakte. 


Alkoholischer Auszug des Tumors 


Ver- 


Alkohols im 
Vakuum 


Nach 


dampfung des 


Extraktion der wasserigen Suspension 








v . 
Atheriseher Auszug + Wasseriger Auszug — 
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das -—- mangelnde Reaktion mit Seren von Krebskranken und 
Schwangeren. 

Aus Tumoren, bei welchen die friiher angewandte Extraktions- 
methode mit 96°,igem Alkohol keine spezifischen Antigene zu extra- 
hieren vermochte, konnte man mit geeigneten chemischen Methoden 
(Entwasserung mit Aceton, absolutem Alkohol) reaktionsfahige Sub- 
stanzen darstellen. 

Krebsseren reagieren lediglich mit der Fraktion der Fettsauren, 
Lipoidextrakte, aus welchen man die Fettsiuren entfernt hat, sind 
unwirksam. Wassermann positive Luesseren kénnen sowohl mit Lipoiden 
wie mit Fettsauren reagieren. 








Die Brauchbarkeit der histochemischen Methoden 
des Goldnachweises. 


Von 
Osear Michaelis. 
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 11. Juli 1930.) 


Als das Gold zur Therapie der Tuberkulose und anderer Er- 
krankungen in allgemeinere Anwendung kam, ergab sich die Notwendig- 
keit, tiber seine Lage im Korper und damit auch iiber seine Angriffs- 
punkte und seine Wirkungsweise sich ein klares Bild machen zu miissen. 
Hierzu waren mikrochemische Methoden nétig, die das Gold im Gewebe 
aufzeigten. 

Um nun die Lage des Goldes und damit auch seinen Weg im Kérper 
zu erkennen, ist es notwendig, einwandfreie Methoden zu haben, die das 
Gold histologisch im Gewebe nachweisen und deutlich machen. 

In kurzem Zeitraum einander folgend, wurden zwei histochemische 
Nachweismethoden veréffentlicht. Die eine wurde von Christeller auf der 
22. Tagung der Deutschen Pathologischen Gesellschaft in Danzig 1927 
mitgeteilt; die andere wurde von Borchardt in Virchows Archiv 1928 ver- 
6ffentlicht, nachdem Henius auf dem Internisten-KongreB in Wiesbaden 
1927 schon die Borchardtschen Untersuchungen erwaihnt hatte. 

Christeller spritzte gesunden und tuberkulésen Tieren Sanocry in (an- 
organisches Goldpraparat)! subkutan ©in und wies es im Gewebe nach durch 
Reduktion des Goldes mit Zinnchloriir auf Grund der Bildung von Cassius’ 
Purpur. Borchardt benutzte als Injektionsmaterial das organische Lopion 
(I. G. Farben)? und fallte es durch Silbernitrat aus, von dem Gedanken 
ausgehend, daB Gold nach der elektrolytischen Spannungsreihe der Elemente 
von tiefer stehenden Ekementen aus seinen Verbindungen ausgetrieben werde. 

Da beide Autoren chemisch verschiedene Goldpraparate fiir ihre 
prinzipiell verschiedenen Methoden benutzten, ergab sich beim Vergleich 
der Methoden folgende Fragestellung: 


+ Aurothioschwefelsaures Natrium: Au(S,03). Na. 
COONa 


4 
2 Auro-allylthioharnstoffbenzoesaures Natrium: C,H, 


NH(C,;H,;NCS Au) 





bec 
scl 


be 


res 


gel 
sui 


Ob 


im 
sta 


eb 
eir 
Ta 
Le 
ble 


fix 





O. Michaelis: Histochemischer Goldnachweis. 479 


Welche Unterschiede werden beim histochemischen Goldnachweis 
bedingt durch verschiedenes Goldmaterial, verschiedene Fixation und 
schlieBlich durch die verschiedenen Methoden selbst ? 

Es wurden gepriift die Christeller-Methode und Borchardt-Methode, 
beide mit Lopion und Sanocrysin. 


Durch die Untersuchungen bin ich noch zu eigenen Modifikationen 
beider Methoden veranlaBt worden, die im zweiten Teil der Arbeit 
behandelt werden sollen. 

Ich habe diese Fragen auf Veranlassung von Herrn Prof. Henius 
in Angriff genommen und méchte auch an dieser Stelle fiir die An- 
regungen, die Herr Prof. Henius mir gab, meinen wirmsten Dank aus- 
sprechen. 

Fiir die Versuche wurden zwei etwa gleichschwere Kaninchen (215 kg) 
gebraucht. Ein drittes Kaninchen wurde als Kontrolltier getétet und unter- 
sucht. Bei beiden Tieren wurde das entsprechende Goldpriaparat in die 
Ohrvene gespritzt. 

Versuch 0. 
Kaninchen Nr. 1. Lopion. 
a: Se. es tw ie . O65 g 
15. a Os 2 
18. rare ae . 0,75 ¢g 
23. 6s kk a 


25. it a eae ae, 

im Abstand von zwei bis drei Tagen (im ganzen iiber 13 Tage). Das Tier 
starb einen Tag nach der fiinften Injektion und wurde am darautfolgenden 
Tag seziert. Die Sektion ergab keinen pathologischen Befund. 


Kaninchen Nr. 2. Sanocrysin. 
siebenmal 0,1 g am 13., 15., 18., 23., 25., 27., 30. Marz; 
zweimal 0,2g ,, 2., 4. April, 
ebenfalls im Abstand von zwei bis drei Tagen (23 Tage). Das Tier starb 
einen Tag nach der reunten Injektion ung wurde am darauffolgenden 
Tag seziert. Bei der Sektion fanden sich zahlreiche Coccidien in Darm und 
Leber und viele Finnenzysten im Netz. Nebenniere sehr lipoidarm, Harn- 
blase enorm erweitert und prall gefiillt. 
Die Gesamtgoldmengen fiir beide Kaninchen waren: 
Kaninchen Nr. 1: 3,25 g Lopion 1,365 ¢ Gold 
0,546 g ., pro Kilogramm}'. 
Kaninchen Nr. 2: 1,1 g Sanocrysin = 0,407 g _,, 
= 0,163 g ,, pro Kilogramm. 
Die Organe jedes der drei Tiere wurden auf je drei verschiedene Arten 
fixiert : 
I. Teil: Gemisch 2:1 von Formalin 10°, ig + Zinnchloriir 5°, ig 
(Christeller) ; 
mee Miiller-Formol, Formalin 10°, ig, 
II. ,, Alkohol. 


' Lopion: 42°, Goldgehalt; Sanocrysin: 37°, Goldgehalt. 


31* 
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Die Angaben der Methoden lauten: 


Christeller: Die in dem Zinnchloriir-Formalin-Gemisch fixierten Organe 
werden geschnitten, die Schnitte in 5°, iger Zinnchloriirlésung fiinf bis 
sechs Tage bei Paraffinofentemperatur erwirmt oder in derselben Lésung 
eine Viertelstunde aufgekocht. Schnitte abspiilen, nachfarben. 


Borchardt: Formalin- oder Alkoholfixation. Die Schnitte 12 bis 
14 Stunden in 5 bis 10°, igem Silbernitrat gut auswaschen. Einlegen in 
5 bis 10°, ige Salpetersiiure zur Entfernung etwaiger Silberniederschlige. 
Nachfarben. 


Untersucht wurden zunichst Leber und Niere. Mituntersucht wurde 
noch ein mir freundlicherweise von Herrn Dr. Borchardt iibergebenes 
Stiick Leber eines Lopiontieres, formalinfixiert. 


£ 


Schon am unbehandelten und ungefairbten Schnitt treten die Stellen, 
an denen sich spiiter Gold nachweisen laBt, deutlich hervor, d. h. die Kup/fer- 
schen Sternzellen der Leber und die ausscheidenden Abschnitte der Nieren- 
kanalchen sind gequollen und mit gelbbraunen Massen erfiillt, in denen man 
feinste dunklere Piinktchen sehen kann. Aus den nachfolgenden Unter- 
suchungen und dem Vergleich der Praparate la8t sich mit hoher Wahr- 
scheinlichkeit schlieBen, da®B diese Piinktchen vielleicht schon durch 
Oxydation im Tierkérper von selbst ausgefalltes Gold sind. Bemerkenswert 
ist, daB sowohl bei Alkohol- als auch bei Formalinfixation (bei dieser etwas 
starker) im Lauf der Zeit die Stellen, an denen Gold liegt, nachdunkelten und 
eine braune bis braunschwarze Farbe annahmen. 


Es sei hier bemerkt, daB Christeller, wie mir aus seinem Laboratorium 
berichtet wurde, seine Methode spiter in der Weise modifizierte, da8 das 
Zinnchloriir (SnCl,) mit konzentrierter H N O, angeséuert wurde. Christeller 
veréffentlichte diese Modifikation nicht. Sie wurde aber bei meinen Ver- 
suchen mitberiicksichtigt. 


Christeller-Methode. 


Versuch 1. 
Material: Lopion. 
Fixation: Formalin-Zinnchloriir ; 


Formalin. 
In 1. 5% iger SnCl,-Lésung | Paraffinofen 
» 2 5% iger - + HNO, |} 5 Tage. 


Beim Auflésen des Zinnchloriirs entsteht durch Uberschu8 von Wasser 
ein dicker, weiBer Niederschlag von Zinnoxychloriir (Sn(OH)Cl). (SnCl, 
+ H,O = Sn(OH)CI + HCl). Abfiltrieren des Niederschlags ist nutzlos, 
da er sich an der Luft bei Anwesenheit von Wasser immer neu bildet: 


3 SnCl, + H,O + O = SnCl, + 2 Sn(OH)CI. 


Durch die Salpetersiure wird zunachst die Bildung von Zinnoxychloriir 
vermieden, da es in Sauren leicht léslich ist. In der Warme aber bewirkt 
gerade die Salpeterséure eine stirkere Oxydation, wodurch von neuem ein 
Niederschlag entsteht, der aus Zinnoxychloriir und auch aus unléslichem 
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Oxychlorid besteht. AuBerdem bildet sich Stannichlorid (SnCl,) und 
wahrscheinlich auch Zinnsaéure (vgl. auch Versuch 6). 

Die Schnitte, die in diesen Lésungen gelegen haben, sind durch die 
lange anhaltende, verhaltnismaBig hohe Temperatur und die Lésungen selbst, 
besonders aber durch die Niederschlage, auBerordentlich briichig geworden, 
so daB es nur gelingt, kleine Stiicke und Bréckel der eingelegten Schnitte auf 
den Objekttraiger zu bringen. Die Niederschlage, die sich am Schnitte fest- 
gesetzt haben, sind in Wasser kaum, in Sauren nur zum Teil abzulésen, 
so daB die Schnitte stark an Durchsichtigkeit verloren haben. 

Wegen dieser technischen Miangel wird bei den niachsten Versuchen 
nicht Paraffinofentemperatur angewandt, sondern die Schnitte werden in 
den Lésungen 15 Minuten gekocht. Die Niederschlage, die sich am Schnitt 
festsetzen, sind dabei nicht so dick und die Schnitte werden durch das 
Aufkochen nicht in dem MaBe geschidigt, wenngleich die Farbbarkeit der 
Kerne etwas leidet. 

Die histologische Untersuchung der Schnitte von Versuch 1 ergibt: 

Die Ausfillungen in den Kupfferschen Sternzellen der Leber sind 
dunkelbraun bis schwarz. Bei der Niere sind die Ausfallungen in den aus- 
scheidenden Kanalchen nicht sehr intensiv gefarbt, nur wenige sind schwarz. 

Wesentlich an diesem Versuch ist: 

1. Zwischen der Formalin-Zinnchloriir- und der gewo6hnlichen Formalin- 
fixation ergeben sich keine bemerkenswerten Unterschiede zugunsten der 
Formalin-Zinnchloriirfixation. Da sich dasselbe auch aus anderen Versuchen 
ergibt, wird diese erste Fixation bei den hier angefiihrten Versuchen nicht 
beriicksichtigt und nur von der Formalinfixation gesprochen. 

2. Die mit Salpetersiiure modifizierte Methode gibt (bei der Leber) 
gegeniiber den reinen Zinnchloriirausfallungen keine Unterschiede, da sie ja 
in beiden Fallen schwarz sind. Die Ausfallungen sind bei beiden Methoden 
gleich intensiv. 

Versuch 2. 
Material: Lopion. 
Fixation: Formalin; 


Alkohol. 
In l. 5° iger SnCl,-Lésung } 15 Minuten 
» 2 S%iger - + HNO, | gekocht 


Histologische Untersuchung: Die ohne Sdure (gemeint ist immer SnCl,- 
Lésung mit bzw. ohne Saure) behandelten alkohol- und formalin-fixierten 
Praparate zeigen nur wenig deutliche Ausfillungen. Anders verhalten sich 
die mit Sdure behandelten Schnitte. Sowohl in den formalin- als auch in den 
alkoholfixierten Schnitten sind die Goldausfillungen sehr reichlich und von 
tief braunschwarzer Farbe. 


> 


Versuch 3. 


Material: Sanocrysin. 
Fixation: Formalin; 


Alkohol. 
In 1. 5°, iger SnCl,-Lésung | 15 Minuten 
» 2 8% iger o + HNO, | gekocht. 


Histologische Untersuchung: In der Leber ist nur so wenig Gold mit 
Sicherheit nachweisbar, daB sie fiir den Vergleich der Methoden ausscheidet. 
Bei der Niere besteht fiir die Ausfallungen zwischen Formalin- und Alkohol- 
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fixation kein Unterschied. Sie sind braun bis braunschwarz. Aber die mit 
Saure erzielten Goldniederschlage sind reichlicher und dunkler (tiefschwarz) 
als die ohne Saure hervorgerufenen. 


Zusammenfassung von Versuchen 1 bis 3. 


1. Die von Christeller angegebene Fixation in einem Gemisch von 
Formalin und Zinnchloriir erweist sich fiir den Goldnachweis als unndétig 
gegeniiber der iiblichen Formalinfixation (Versuch 1). 

2. Die urspriingliche Christeller-Methode (ohne Siure) gibt befriedigende 
Ausfallungen bei Sanocrysinmaterial (Versuch 3). 

Beim Lopion sind die Ausfaillungen viel schwacher, insbesondere 
versagte die Methode fast bei Alkoholfixation (Versuch 2). Reduktion durch 
Formalin hilft mit, wahrscheinlich durch seine eigene Reduktionskraft. 

3. Die Anséuerung des Zinnchloriirs stellt fiir den Goldnachweis 
zweitellos eine Verbesserung dar, da dadurch bei jedem Material und jeder 
Fixation reichlichere Goldniederschlige erzielt werden. 

4. Es bestehen noch technische Miingel bei den Methoden, bedingt 
durch Zinnoxychloriir- und andere Niederschlige, die den Schnitt briichig 
machen und seine Durchsichtigkeit beeintrachtigen. 


Borchardt-Methode. 
Versuch 4. 
Material: Lopion. 


Fixation: Formalin; 
Alkohol. 


In 5% iger AgNO,-Lésung 24 bis 48 Stunden, 
danach in 10° ,iger HNO, 1 bis 24 Stunden. 


Histologische Untersuchung: Zwischen Formalin- und Alkoholfixation 
zeigt sich kein Unterschied. In den Kupffer-Zellen der Leber sind die 
Goldniederschlage meist schwarz, in den Tubuli der Niere oft nicht so 
intensiv. In der Leber fallt also das Gold leichter aus als in der Niere. 

Aber mit nicht immer gleichem Erfdlg lassen sich die Goldausfallungen 
in den Schnitten erzielen. Einige Leberschnitte, die sogar drei Tage im 
Sonnenlicht in Silbernitrat gelegen haben, zeigen nach Salpetersdéure- 
behandlung nur hellbraune Sternzellen. Bei den Nieren gelingt es manchmal 
gar nicht, Ausfillungen zu erzielen. Es sind dies zwar Ausnahmen, doch 
miissen sie wohl erwahnt werden. Die Griinde dieser MiBerfolge konnte ich 
nicht feststellen. 

Bemerkenswert ist noch folgendes: Betrachtet man Schnitte ohne 
HNO,-Behandlung, so sind die Stellen, an denen Gold liegt, tiefschwarz. 
Durch langeres Liegen in HNO, hellen sich zugleich mit dem durch Silber- 
nitratbehandlung dunkel gefairbten Schnitt auch die ,,Goldstellen“* auf und 
sehen braun- oder grauschwarz aus. Zur Erklairung dieser Erscheiung 
bestehen zwei Méglichkeiten: 1. da®B auBer einer Goldausfdllung das Silber 
fiir die Stellen, an denen Gold liegt, eine Affinitat hat und gewissermaBen 
sich dort als ,,Impragnierung“ anlagert, oder 2. daB die Silberniederschlage, 
die ja den ganzen Schnitt dunkler erscheinen lassen, eine besondere Schwarz- 
farbung der Goldstellen nur vortéuschen. 
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Histochemischer Goldnachweis. 


Versuch 5. 
Material: Sanocrysin. 
Fixation: Formalin; 
Alkohol. 
Versuchsbedingungen wie Versuch 4. 


Histologische Untersuchung: Wie in Versuch 3 scheidet zum Vergleich 
die Leber wegen zu geringer Goldmengen aus. Die Tubuli der Niere sind mit 
dicken schwarzen Massen erfiillt, die sich auch bei langerer Behandlung mit 
HNO, nicht auflésen. Zwischen Formalin- und Alkoholfixation ergibt sich 
ebensowenig wie in vorstehendem Versuch ein Unterschied fiir die Intensitit 
der Goldausfallungen. 


Zusammenfassung von Versuchen 4 bis 5 und Vergleich mit Versuchen I bis 3. 


1. Sowohl bei Formalin- als auch bei Alkoholfixation werden mit 
Silbernitrat im allgemeinen gute Ausfallungen erzielt. Doch muBten beim 
Lopion einige negative Resultate verzeichnet werden (Versuch 4). 

2. Die Borchardt-Methode gibt bessere Goldniederschlage als die 
urspriingliche Christeller-Methode. Doch gibt nach den _ vorstehenden 
Versuchen die modifizierte Christe!ler-Methode bessere Resultate, sowoh] was 
Intensitat als auch Sicherheit der Fallungen betrifft, als die Methode nach 
Borchardt. 

3. Die Borchardt-Methode gibt technisch gut zu verarbeitende Schnitte. 
Da_ keinerlei Erwairmungen vorgenommen werden, leiden sie nicht so 
wie die mit Zinnchloriir behandelten Schnitte. 

4. Als Fehler an der Borchardt-Methode muS verzeichnet werden, 
daB in der 10°, igen Salpetersiure nicht immer alle Silberniederschlage 
herausgewaschen werden, so daB unter Umstinden Verwechslungen mit 
Goldausfallungen vorkommen kénnten. 


IT. 


Da sich im Prinzip beide Methoden fiir die Darstellung des im Gewebe 
abgelagerten Goldes als geeignet erweisen, handelt es sich jetzt darum, 
die noch bestehenden Mangel der Methoden zu _ beseitigen. 


Christeller-Methode. 


Wie unter Versuch 1 erwaihnt wurde, entstehen beim Auflésen des 
Zinnchloriir Niederschlage, die bewirken, daB technisch nicht voll be- 
friedigende Resultate erzielt werden. Zur Ansiéiuerung der Lésung erwies 
sich nun als zweckmaBig, nicht die oxydierende Salpetersaure zu benutzen, 
sondern statt dessen Salzsdure. Das Zinnchloriir lost sich in Salzsiure leicht 
und die Reduktionskraft der Zinnchloriirlésung wird nicht durch Temperatur 
und Luftoxydation herabgesetzt. 


Versuch 6 in vitro. 


5°, ige SnCl,-Lésung in drei Reagenzglasern. 
1. SnCl,-Lésung ohne Saéure 5 Tage 
2. - + HCl 


“2 | Paraffinofen 
a ig + HNO, 











484 O. Michaelis: 


Bei 1 und 3 haben sich betrachtliche Niederschlige gebildet, bei 2 nur 
Spuren. Wabrend der Niederschlag von 1 fast vollstandig in HC] léslich ist, 
ist der von 3 unléslich in Saéuren. 

Mit den Lésungen werden Reduktionsproben mit Kaliumpermanganat 
angestellt : 

lcecem einer KMnO,-Lésung wird reduziert 

bei 1 durch vier Tropfen der SnCl,-Lésung, 
»» 2 Zwei = 5 - ” 
durch 3 wird KMnO, nicht  reduziert. 

Ergebnis dieses Versuches ist: 

1. Durch die Salzsiure werden stérende Niederschliage vermieden. 

2. Die reduzierende Wirkung der SnCl,-Lésung, die durch die Salpeter- 
saure allmihlich aufgehoben wird, wird durch Salzsaiure nicht beeintrachtigt . 

Fiir die Notwendigkeit der Ansiuerung der Zinnchloriirlésung im 
allgemeinen sprechen folgende Versuche 7 und 8. 


Versuch 7 in vitro. 
Beim Erhitzen von 


1. Sanocrysinlésung + SnCl, gelblich-weiBer Niederschlag. 
% r op + Sdure dunkelbrauner Niederschlag. 
2. Lopionlésung pes ag hellgelber Niederschlag. 
99 Pei agg + Sdure = gelbbrauner Niederschlag. 


Es zeigt sich also aus diesem Versuch, da8 durch die Ansiuerung das 
Gold aus seiner Verbindung leichter ausgefallt wird (vgl. Versuch 8a). 

Im Gewebe liegt das Gold nun zwar nicht in der Form, in der es ein- 
gespritzt wurde, als Lopion oder Sanocrysin, sondern ist vom Koérper in 
andere Verbindungen zerlegt worden. Darum kénnte dieser Versuch als 
unnétig erscheinen. Aber unter Versuch 4 wurde schon erwihnt und durch 
andere Versuche bestitigt, daB im R. E. 8., z. B. in der Leber, das Gold 
leichter ausfallt als in der Niere (vgl. dazu auch Versuch 8). Ich nehme nach 
Versuch 7 an, daB das Goldpriparat, bevor es in dem R. . 8. zur Ab- 
lagernng kommt, zum Teil auch zuerst durch die Niere abgeschieden 
wird, Dafiir kénnte sprechen, daB beim Sanocrysin, das in hohen Dosen 
in wenigen Tagen gegeben wurde, fast kein Gold in den Kup/ferschen 
Sternzellen liegt, dagegen sehr groBe Mengen in den Nierenkanilch«n. 
Dieses Gold kénnte dort vielleicht in nicht zerlegter Form liegen und wird 
darum nach Versuch 7 und anderen durch Ansiuerung besser ausgefallt. 


Versuch 8 
ergab sich daraus, daB festgestellt werden sollte, welchen Eintlu8 schon 
Sauren fiir sich allein auf Sanocrysin- bzw. Lopion-Schnitte ausiibten. 

Sanocrysinmaterial 
in l. 10% iger HNO, | 
in 2. 10% iger HCl j 
Lopionmaterial 
in l. 10% ige’ HNO, | 
in 2. 10% iger HCl j 


5 Minuten gekocht. 


10 Minuten gekocht. 
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Histologische Untersuchung: Sanocrysin: Durch beide Saéuren entstehen 
schwarze Ausfallungen in der Niere und im R. E. 8. (Nebenniere). Bei der 
HNO, sind die Ausfallungen nicht ganz so stark wie bei der HCl. Lopion 
Auch hier sind dunkle Goldniederschlage im R. E. 8. (Lunge, Herz), in der 
Niere dagegen sind nur geringe Ausfillungen. 

Ergebnis dieses Versuchs: Die Ansiuerung dient scheinbar nicht nur 
dazu, unerwiinschte Niederschlige und Bildung von Oxydationsprodukten 
zu vermeiden, sondern diese Siéiuren selbst dienen wahrscheinlich auch schon 
dazu, das Gold aus seinen Verbindungen zu lésen und auszufillen. 


Versuch 8 a. 


Erginzungsversuch zu Versuch 7 und 8: Wirkung von HCl bzw. 
HNO, allein auf die Gold-Lésungen. 


1% ige Sanocrysinlésung gekocht Lésung bleibt unverandert 
O/ tea { ‘ 
5 ine e ao kalt Lésung bleibt unveriindert 
1% ige - + HCl) gekocht dunkelbrauner — flockiger 
1%, ige ie + HNO, | Niederschlag 
1°, ige Lopionlésung gekocht Lésung wird dunkel, kein 
Niederschlag 

1% ige ’ + HCl ) kalt = gelbroter gelatinéser Nieder 
1% ige Pa + HNO, | schlag 

gekocht Niederschlag = verschwindet, 
1°, ige “e L HCl | Ausfallen e. feinen schwarzen, 


spiegelihnl Niederschlages 
1% ige x - HNO. | gekocht dunislbrauner, flockiger Nie 
3 | derschlag. 


Die Niederschlage sind in Kénigswasser léslich, in den einzelnen Saéuren 
unldéslich. 


Ergebnis: Es wird durch diesen Versuch das unter Versuch 7 und 8 
Gesagte bestatigt. Das Kochen der Goldlésungen mit Séuren bewirkt 
scheinbar eine Ausfaillung des Goldes aus seiner Verbindung. 


Zur Ausfallung des Goldes durch Zinnchloriir, auch bei Zusatz von 
Salpetersaure, ist es nétig, die Schnitte in der Lésung aufkochen zu lassen. 
Dadurch werden die Schnitte oft zerrissen und geschiidigt. Bei Ansiuerung 
mit Salzsiure kann das Autkochen ersetzt werden durch langsames Erhitzen 
in kochendem Wasserbad. Die Schnitte werden bei dieser Behandlung weit 
mehr geschont. 

Versuch 9. 


Material: Sanocrysin; 


Lopion. 
Fixation: Formalin; 

Alkohol. 
In 1. SnCl,-Lésung + HNO, | 10 Minuten in kochendem 
“a ad + HCl | Wasserbad. 


Histologische Untersuchung: Bei jedem Material und jeder Fixation 
sind bei 2. (+ HCl) die Goldausfallungen sehr reichlich und tiefschwarz. 
Bei 1. (+ HNO,) sind die Ausfallungen bei weitem nicht so intensiv. 
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Ansduerung der SnCl,-Lésung mit HCl gibt also entsprechend den 
chemischen Vorversuchen und den theoretischen Uberlegungen bessere 
Resultate als H N O,-Anséiuerung. Damit ist ein den Schnitt sehr schonender 
und das Gold sicher darstellender histochemischer Nachweis gefunden. 


Fiir die Christeller-Methode kann die Modifikation daher folgender- 
maBen zusammengefabt werden: 


Fixation der Organe in Formalin oder Alkohol. Erwiarmen der Schnitte 
10 Minuten in kochendem Wasserbad in der Lésung 10:1 von 5% iger 
SnCl, + HCl konz. 


Borchardt-Methode. 


Ich habe auch versucht, mit der Borchardt-Methode die Goldausfallungen 
sicher und deutlicher darzustellen. Es erwies sich beim Ausprobieren von 
Anderungen als zweckmaBig, auf die Schnitte Silbernitrat in héheren 
Temperaturen einwirken zu lassen und die Silberniederschlage durch héher 
konzentrierte Salpetersiure auszuwaschen. Es soll dies der folgende Versuch 
zeigen. 


Versuch 10. 


Material: Sanocrysin; 
Le pic ym. 


Fixation: Formalin; 
Alkohol. 


In 5° iger AgNO,-Lésung 40 bis 50° 12 bis 24 Stunden; 
einlegen in 20°, ige HNO, 1% bis 1 Stunde. 


Histologische Untersuchung: Es zeigen sich tiefschwarze Ausfillungen 
bei jedem Material und jeder Fixation, die ebenso reichlich sind, wie die 
durch oben erwaihnte modifizierte Christeller-Methode erzielten. 


Bei Beschleunigung des Verfahrens kénnen ebenso gute Ausfallungen 
dadurch hervorgerufen werden, daB die Schnitte in der Silbernitr@tlésung 
wie bei der Christeller-Methode 15 Minuten im kochenden Wasserbad 
erhitzt werden. Zum Auswaschen der Silberniederschlige kann man die 
Schnitte einige Sekunden auch in konzentrierte Salpetersiure legen. Die 
schwarzen Goldausfallungen lésen sich darin natiirlich nicht auf. 


Die Borchardt-Methode wiirde zusammengefaft jetzt lauten: 


Fixation der Organe in Alkohol oder Formalin. Einlegen der Schnitte in 
5% ige AgNO,-Lésung. 15 Minuten im kochenden Wasserbad oder 12 bis 
24 Stunden bei etwa 40°; griindliches Auswaschen der Silberniederschlage 
im Schnitt in 20°, iger konzentrierter HN O,. 


So modifiziert, kann auch diese Methode als guter und sicherer Gold- 
nachweis bezeichnet werden. 


Es wurde hier zwar nicht der Beweis dafiir geliefert, daB wir tatsaichlich 
Gold vor uns haben. Der direkte wurde ja schon friiher von Borchardt 
in seiner Veréffentlichung des Goldnachweises gegeben, doch als indirekter 
Beweis soll hier angefiihrt werden: 


1. In den Organen zweier mit chemisch verschiedenen Goldpraparaten 
behandelter Tiere werden durch zwei ganz verschiedene Methoden an genau 
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Histochemischer Goldnachweis. 487 
gleichen Stellen (in den ausscheidenden Kanalc hen der Niere und im ganzen 
R. E. 8.) schwarze Ausfallungen erzielt, die in konzentrierten Séuren 
unléslich sind, sich dagegen in K6nigswasser leicht lésen. 

2. Die Organe des nicht mit Goldpriparaten gespritzten Kontrolltieres, 
die nach allen Methoden mituntersucht werden, geben niemals irgendwelche 
im Schnitt feststellbare Schwarzungen oder Braunungen. 

Von beiden Tieren wurden alle Organe nach beiden Methoden unter- 
sucht und Gold iiberall im R. E. 8. und anderen Zellen gefunden, doch soll 
Genaueres iiber die Art der Ablagerungen hier nicht gesagt werden, da dies 
einerséits iiber den Rahmen dieser Arbeit hinausgehen wiirde. Und anderer- 
seits kann aus dem verarbeiteten Material wohl eine Methodik abgeleitet 
werden, jedoch ist es zu klein, um daraus sichere Schliisse auf die Ver- 
schiedenheit der Ablagerung bei verschiedenem Goldpriparat geben zu 
k6énnen. 

Zum SchluB8 soll noch kurz etwas zur klinischen und generellen Be- 
deutung dieser und ahnlicher Arbeiten gesagt werden. Wie schon in der 
Einleitung bemerkt wurde, kann man die von Ehriich beabsichtigte Sterili- 
satio magna nicht ohne weiteres in der Chemotherapie als einzige Grundlage 
annehmen, sondern man muB8 sicherlich den reagierenden Gesamtorganismus 
als Hauptsache ansehen. Die klinischen Erfahrungen, die histologischen 
und biologischen Befunde sprechen hierfiir. Deshalb ist es notwendig, 
heute viel mehr gerade histochemisch die Passagewirkung der Pharmaka zu 
untersuchen, um ihre Wirkungsweise und ihre Angriffspunkte zu erkennen. 
Und von diesem weiteren Gesichtspunkt ausgehend ist auch diese Arbeit 
durchgefiihrt worden. 


SchlubBzusammenfassung. 


Die Organe zweier mit organischem bzw. anorganischem Gold- 
praparat behandelten Kaninchen werden auf verschiedene Art fixiert 
und nach den Methoden von Christeller und Borchardt untersucht. 


Fixation in einem Gemisch von Zinnchlorir und Formalin 
(Christeller) erweist sich als unnétig gegeniiber gewOhnlich iiblicher 
Formalinfixation. Bei der hier angegebenen Modifikation gibt auch 
Alkoholfixation dieselben Resultate. 


Der Goldnachweis nach Christeller (durch Zinnchloriir) gibt keine 
guten Goldausfallungen beim organischen Goldpraiparat (Lopion). 
Die von Christeller angegebene Modifikation (Anséiuerung mit Salpeter- 
sdure) gibt bessere Resultate, doch bestehen auch bei dieser noch einige 
technische Mangel (Briichigkeit, Niederschlage). 


Der Goldnachweis nach Borchardt (durch Silbernitrat) gibt ebenfalls 
nicht in jedem Falle befriedigende Resultate. 

Beide Methoden werden modifiziert : 

Bei der Christeller-Methode wird zur Anséiuerung des Zinnchloriirs 
die Salpetersiure durch Salzsaure ersetzt. Dadurch werden stérende 
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Niederschlage vermieden und bei jedem Material und jeder Fixation 
schwarze Ausfallungen erzielt, die in konzentrierten Sauren unléslich, 
in Kénigswasser leicht léslich sind. 

Dieselben Resultate ergibt die Modifikation der Borchardt-Methode. 
Sie besteht in Anwendung héherer Temperatur zur Goldausfillung 
und héher konzentrierter Salpetersiure zum Lésen stérender Silber- 
niederschlage. 


So modifiziert kénnen beide Methoden als gleichwertige und sichere 
Goldnachweise bezeichnet werden. 
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